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Con l’espressione “terapia adronica” (in breve “adroterapia”), che è entrata 
nell’uso medico nel 1993, si indicano le moderne tecniche di radioterapia oncologica che 
impiegano fasci di particelle non elementari costituite da quarks. 
Adroni sono i protoni e i neutroni, ma anche i nuclei atomici, stati legati di 
protoni e neutroni. Esistono poi centinaia di adroni instabili che, prodotti in collisioni tra 
adroni stabili, decadono in meno di 10-6 sec. Tra questi, i pioni (stati legati quark-
antiquark) furono usati in terapia, in passato, in Svizzera ed in Canada, ma oggi non 
vengono più utilizzati.   
L’adroterapia nacque nel 1938, quando si cominciò ad impiegare fasci di neutroni 
nel trattamento delle neoplasie, ma è stata accettata come modalità terapeutica solo negli 
ultimi sette anni. I neutroni veloci vengono tuttora impiegati, benché le loro limitazioni 
appaiano ormai evidenti; attualmente gli adroni più usati sono i protoni. 
I successi nel controllo loco-regionale dei tumori con la radioterapia sono dovuti 
al continuo sviluppo di nuovi acceleratori e di trattamenti più accurati nel corso del 
secolo appena conclusosi, che ha visto sostituire gli apparati a raggi X con le “bombe” al 
cobalto ed i betatroni con gli acceleratori lineari di elettroni. Nella moderna radioterapia 
si dirigono sul corpo del paziente fasci di radiazione prodotti da una sorgente esterna, in 
modo da depositare una grande quantità di energia nel volume tumorale uccidendone le 
cellule maligne. Per risparmiare i tessuti sani che sono attraversati dal fascio oppure 
circondano il tumore, il paziente è irradiato da direzioni diverse facendo uso delle 
“testate rotanti” di cui sono dotati i recenti apparati di teleterapia.  
Le radiazioni principalmente utilizzate, tuttavia, sono ancora raggi X e g e, meno 
frequentemente, elettroni. Oggi le massime energie dei fotoni e degli elettroni  impiegati 
in terapia sono di 20 – 25 MeV. Ciononostante essi sono soggetti alla diffusione laterale 
(più pronunciata nel caso degli elettroni), che li rende poco adatti al trattamento di tumori 
localizzati in profondità. Con i fotoni, inoltre, la distribuzione della dose in profondità 
non è selettiva a causa della decrescita esponenziale della deposizione di energia, mentre 
migliore appare la distribuzione della dose nel caso degli elettroni. 
I neutroni, d’altra parte, sono più efficaci per il trattamento di tumori 




presentano un assorbimento di tipo esponenziale, oltre a grosse difficoltà di collimazione 
del fascio. 
 Il vantaggio degli adroni carichi rispetto alle radiazioni convenzionali (elettroni e 
fotoni) è conseguenza del fatto che fasci ben collimati di protoni e ioni più pesanti 
permettono un  irraggiamento del tumore che è “conforme” al bersaglio, che cioè ne 
segue con precisione millimetrica i contorni risparmiando i tessuti sani circostanti meglio 
di quanto non si faccia già con le radiazioni convenzionali. Questa “terapia 
conformazionale” di precisione è particolarmente importante nell’irraggiamento di 
tessuti malati che sono vicini ad organi critici che non devono assolutamente essere 
irradiati, come nei casi di tumori dell’occhio, del cervello, delle ghiandole salivari, della 
spina dorsale e di alcuni tumori della prostata e dell’utero. Fino ad oggi sono stati 
sottoposti a questi trattamenti, prevalentemente con protoni, circa 20000 pazienti in tutto 
il mondo. 
Le curve dose – profondità dei fasci di protoni sono completamente differenti da 
quelle di fotoni e neutroni poiché queste particelle cariche subiscono una minore 
diffusione penetrando nella materia e rilasciano la dose più alta in prossimità della fine 
del loro percorso (“picco di Bragg”). La profondità del picco dipende dall’energia 
iniziale dei protoni e la sua larghezza dallo spettro energetico del fascio. Nonostante la 
buona accuratezza balistica, i protoni non sono comunque molto più efficaci dei fotoni o 
degli elettroni nella cura di tumori radioresistenti. 
Tali tumori sembra siano sensibili a fasci che presentano un’intensa ionizzazione 
locale, ossia  ai fasci di ioni leggeri, come quelli di carbonio, ossigeno e neon. 
Ioni con alto trasferimento lineare di energia (LET) sono di particolare interesse 
in radioterapia, oltre che per le loro proprietà balistiche, anche per l’alta efficacia 
biologica rispetto alla radiazione g (RBE) e la ridotta dipendenza dell’effetto dal livello 
di ossigenazione cellulare. Gli ioni carbonio, in particolare, sono ritenuti i più 
promettenti nelle applicazioni radioterapiche e sono attualmente usati al GSI di 
Darmstadt ed al NIRS di Chiba, in Giappone. 
Riveste quindi notevole interesse studiarne le proprietà radiobiologiche, in 
ispecie la dipendenza dell’RBE dal LET e dalla sensibilità intrinseca (radiosensibilità 
alla radiazione g) della linea cellulare. A questo scopo, nell’ambito della collaborazione 
ATER, gruppi di ricerca del Dipartimento di Fisica e della Sezione INFN di Milano, del 




Nazionali di Legnaro – INFN e dell’Istituto Superiore di Sanità di Roma hanno iniziato 
un programma di ricerca volto a determinare l’efficacia di ioni carbonio a varie energie e 
per vari effetti biologici su linee cellulari umane derivate da tessuti sia tumorali che 
normali. 
In questo lavoro di tesi, svolto nell’ambito del Gruppo di Radiobiologia della 
Sezione INFN di Milano, è stata studiata l’inattivazione della capacità proliferativa di 
cellule umane tumorali e normali esposte a fasci di nuclei 12C con energie di  52.4 e 81.1 
MeV, cui corrispondono, nel tessuto biologico, LET di 303.3 e 222.0 KeV/mm 
rispettivamente .  
Gli irraggiamenti sono stati effettuati presso l’apposita linea per radiobiologia 
dell’acceleratore elettrostatico a due stadi Tandem XTU da 16 MV dei Laboratori 
Nazionali di Legnaro dell’INFN, in un range di dosi compreso tra 0 e 3.5 Gy (si veda 
cap. 3). La radiazione di riferimento usata sono i raggi g emessi dal  60Co; gli 
irraggiamenti, in un intervallo di dose fra 0 e 7 Gy, sono stati effettuati utilizzando 
l’apparecchiatura per telecobaltoterapia presso l’Istituto Nazionale per lo Studio e la 
Cura dei Tumori di Milano. 
Sono state utilizzate tre linee cellulari (descritte in dettaglio nel cap. 2): la linea 
sensibile AG1522 (fibroblasti della pelle), derivata da tessuto sano; quella tumorale 
sensibile SCC-25, derivata da cellule di carcinoma della lingua recidive ad un 
trattamento radioterapico convenzionale; quella tumorale resistente GBM (glioblastoma 
multiforme). Su di esse si è studiata l’inattivazione sia nelle cellule direttamente esposte 
alla radiazione che nella progenie delle cellule sopravvissute (mortalità riproduttiva 
ritardata), mediante la determinazione dei seguenti risultati (esposti nel cap. 6): curve di 
sopravvivenza; valori di RBE relativi ad un livello di sopravvivenza del 10% ed al livello 
corrispondente a 2 Gy di radiazione g; sezioni d’urto e probabilità di inattivazione al 
livello di sopravvivenza del 5% .  
Ai fini del calcolo delle probabilità d’inattivazione si è resa necessaria la 
conoscenza della sezione d’urto geometrica presentata dai nuclei cellulari nelle 
condizioni di irraggiamento (cellule adese su un foglio di mylar); a tal proposito, 
rifacendosi al metodo “hit or miss” per la misura delle aree, è stato messo a punto un 
sistema illustrato diffusamente in Appendice, dove, oltre a tests di consistenza dei 





I fit delle curve di sopravvivenza sono stati effettuati secondo il modello  lineare-
quadratico utilizzando il metodo dei minimi quadrati, implementato in un algoritmo di 
calcolo; sono state comunque ricavate espressioni analitiche dei parametri e della loro 
varianza e covarianza in funzione dei dati sperimentali (cap. 5). 
Nel cap. 4 si è dato inoltre grande rilievo alla dosimetria degli ioni carbonio ed 
allo studio del profilo dei fasci sul campione biologico. Si è poi determinato, da un punto 
di vista formale, come una distribuzione non uniforme della dose sul campione possa 
modificare l’andamento delle curve di sopravvivenza (si veda § 5.4).  
Viene infine proposta, sotto ipotesi semplici, una dipendenza analitica dell’RBE 
dal LET oltre il punto di massimo della curva RBE – LET, nel caso di         
irraggiamento di linee cellulari sensibili con fasci di particelle cariche in condizioni di 
segmento di traccia (§ 1.2.3). 
I risultati di questo studio mostrano chiaramente che gli ioni carbonio di alto LET 
sono più efficaci dei raggi g nell’inattivazione cellulare, sia in prima popolazione che 
sulla progenie, per tutte e tre le linee in esame. Tra queste, in particolare, la linea 
tumorale più resistente alla radiazione g (GBM) è anche quella che denota il maggior 
valore di RBE sulle cellule direttamente esposte alla radiazione, che è risultato pari, al 
10% di sopravvivenza, a 2.7 ± 0.1 e 2.3 ± 0.1 per LET di 222.0 e 303.3 keV/mm 
rispettivamente, da confrontare con i corrispondenti valori della linea più sensibile 
(AG1522), 1.9 ± 0.1 e 1.57 ± 0.05 . 
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1.1 Radioterapia            
 
  Il principale obiettivo della radioterapia è il controllo locale del tumore. Per 
raggiungere questo obiettivo si deve far assorbire al focolaio tumorale una dose di 
radiazione abbastanza alta da distruggerlo, mantenendo allo stesso tempo la dose nei 
tessuti sani circostanti, inevitabilmente irradiati, entro limiti tali da non comportare 
complicazioni e danni gravi o addirittura irreversibili. 
  I vantaggi terapeutici dei fasci di adroni  ("adroterapia") rispetto a quelli di 
elettroni e fotoni (radioterapia convenzionale) sono dovuti al fatto che con gli adroni  è 
possibile: 
a) depositare nel tumore la dose in modo fisicamente selettivo su scala 
macroscopica (terapia "conformazionale") risparmiando i tessuti che vengono 
attraversati dal fascio; 
b)  variare gli effetti radiobiologici influenzando il modo in cui l'energia è depositata 
su scala microscopica. 
  Gli sforzi tecnologici ed economici necessari per costruire acceleratori di protoni 
e ioni più pesanti per uso medico, in grado di estendere i benefici della precisione della 
terapia adronica a tutti i siti anatomici, non erano giustificati sino a poco tempo fa, a 
causa della mancanza di strumenti per localizzare i tumori con una precisione pari a 
quella possibile durante l'irraggiamento. Infatti il potenziale vantaggio offerto dalla 
superiore selettività fisica intrinseca di un fascio di particelle cariche pesanti si può 
tradurre in un effettivo miglioramento dei risultati clinici solo se combinato con una 
adeguata selettività fisica estrinseca, raggiungibile mediante una tecnica precisa di 
definizione del tumore e modalità d'irraggiamento di alto livello. Gli straordinari 
miglioramenti, nell'ultimo decennio, delle modalità convenzionali di diagnostica (in 
particolare la tomografia computerizzata, la tomografia a risonanza magnetica e la 
tomografia a emissione di positroni) e di tutti gli strumenti mirati ad un irraggiamento 
conforme giustificano la possibilità di aumentare e rinnovare gli attuali acceleratori e 
centri di radioterapia con protoni e ioni leggeri ed hanno dato un aiuto sostanziale alla 
diffusione dell'adroterapia.  
  Nell'ipotesi di un'identificazione del "bersaglio" (la massa tumorale) 
sufficientemente accurata, è possibile valutare la probabilità di ottenere un controllo 
locale del tumore attraverso l'analisi delle cosiddette "curve dose-effetto". Queste recano 
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una duplice informazione: per i tessuti tumorali rappresentano la possibilità di ottenere 
l'effetto desiderato in funzione della dose assorbita; per i tessuti sani, la probabilità di 
provocare danni seri o irreversibili, sempre in funzione della dose assorbita dai tessuti 
stessi. 
  Nella pratica quotidiana il radioterapista deve trovare un compromesso tra il 
controllo locale del tumore e l'insorgenza di complicazioni; questo compromesso può 
essere espresso quantitativamente dal "rapporto terapeutico", definito come il rapporto 
tra la dose corrispondente al 50% di probabilità di produrre danni e la dose 
corrispondente al 50% di probabilità di ottenere il controllo locale del tumore. Sulla base 
di queste considerazioni è evidente che la probabilità di curare il tumore senza indurre 
effetti collaterali indesiderati aumenta con la "selettività balistica" o "conformità" 
dell'irraggiamento, cioè con la differenza tra la dose al bersaglio e la dose ai tessuti sani 
coinvolti nell'esposizione. Con un fascio di adroni carichi si può aumentare la probabilità 
di curare il tumore poiché la dose assorbita è più concentrata nei tessuti tumorali che con 
fasci di elettroni e fotoni. 
  L'ottimizzazione della dose assorbita, tuttavia, è soltanto una parte del piano di 
trattamento di un tumore, perchè altri parametri intervengono, quali la radiosensibilità 
delle cellule e lo schema adottato per il frazionamento della dose. Per esprimere l'insieme 
di questi effetti si introducono la "probabilità di controllo del tumore" (TCP) e la 
"probabilità di danni ai tessuti normali" (NTCP). Modelli di calcolo soddisfacenti di 
queste due grandezze possono essere costruiti soltanto partendo dalle informazioni di 
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  Le innovative possibilità terapeutiche offerte dai fasci di adroni seguono dalle 
loro differenti caratteristiche dosimetriche e radiobiologiche rispetto ai fasci di fotoni ed 
elettroni. 
  Le caratteristiche dosimetriche sono correlate alla deposizione di energia su scala 
macroscopica. Per le particelle cariche, come protoni e ioni più pesanti, il range limitato 
e la diffusione relativamente bassa permettono una ben definita distribuzione della dose. 
Inoltre, l’aumento della ionizzazione in prossimità della fine del range (picco di Bragg) 
garantisce che una gran parte della dose sia rilasciata in profondità. Di conseguenza, il 
volume tumorale può essere irraggiato con alte dosi risparmiando i tessuti normali 
circostanti. 
  Le proprietà radiobiologiche sono connesse con la distribuzione microscopica 
dell’energia depositata; quest’ultima è influenzata dall’energia e dal numero atomico Z 
degli adroni incidenti ( Z=0 per i neutroni, Z=1 per i protoni, Z=6 per il carbonio e Z=8 
per l’ossigeno). Per questo motivo spesso si parla di radiazione “densamente ionizzante” 
intendendo gli adroni, in contrasto con la radiazione “sparsamente ionizzante” come i 
raggi X e g, sebbene si debba notare che questa classificazione non dipende soltanto dalla 
natura della radiazione considerata, ma anche dalla sua energia. 
  L’attuale conoscenza dei processi fisici elementari permette calcoli dettagliati 
delle caratteristiche dosimetriche di fasci di adroni e per pianificare i trattamenti dei 
pazienti si utilizzano codici di calcolo molto accurati; è invece ancora necessario 
approfondire le conoscenze sulla correlazione tra rilascio microscopico di energia ed 
effetti biologici. Anche se c’è ora evidenza sperimentale che l’aumento dell’efficacia 
biologica delle radiazioni densamente ionizzanti è in relazione con la deposizione di 
energia sulla scala del nanometro, lo sviluppo di una teoria completa dell’azione della 
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1.2.1     La dose assorbita 
 
Una delle grandezze fondamentali utilizzata in radiobiologia è la dose assorbita. 
Questa è definita come la quantità di energia depositata per ionizzazione ed eccitazione 
per unità di massa del materiale irraggiato. L'unità di misura della dose assorbita qui 
usata è il Gray (Gy), pari a  1 Joule/Kg. 
 La somministrazione nel tempo di una determinata quantità di energia si esprime 
mediante il “dose-rate” o intensità di dose assorbita (dD/dt), che rappresenta la dose 





  1.2.2    Il trasferimento lineare di energia  (LET) 
 
E' stato osservato che i danni prodotti nella materia vivente, a parità di dose 
assorbita, sono fortemente influenzati dal tipo di radiazione e dalla sua energia. 
L'assorbimento di una certa dose di particelle a, ad esempio, produce un maggior danno 
biologico rispetto ad un'uguale dose di protoni e questa, a sua volta, un danno maggiore 
di una dose simile di elettroni o raggi g. 
Responsabile di queste differenze è la diversa distribuzione degli eventi di 
ionizzazione che avvengono all'interno del mezzo interessato. Nel caso della radiazione g 
la ionizzazione è piuttosto omogenea, mentre per quella corpuscolare è fortemente 
concentrata attorno alla traccia della particella . Per stabilire un indice della potenzialità 
della radiazione ionizzante è stato dunque necessario introdurre una grandezza che 
esprimesse la deposizione locale di energia: il trasferimento lineare di energia. Il LET     
( Linear Energy Transfer ) è definito come l'energia media per unità di percorso ceduta 
localmente nel materiale attraversato dalla particella primaria e dai suoi secondari. Il 
LET  ha le dimensioni di un'energia per unità di lunghezza e l'unità di misura più 
comunemente utilizzata è il keV/mm. 
Parlando di cessione locale di energia si vogliono specificare dei limiti  energetici 
o spaziali, cioè un valore massimo dell’energia trasferita in un singolo evento e, in 
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corrispondenza, una distanza massima dalla traccia della particella primaria entro cui il 
secondario emesso nell’evento dissipa la propria energia, al di sopra dei quali le perdite 
di energia non sono più da considerarsi locali. In generale ci si riferisce ad una soglia 
energetica D e si indica LETD. Nel momento in cui si considera un limite così elevato da 
poter considerare locali tutte le perdite di energia, si parla di LET¥ (o semplicemente 
LET), che coincide praticamente con lo stopping power. In altre parole, il LETD 
rappresenta l'energia ceduta dalla particella primaria ed assorbita dal mezzo all'interno di 
un volume limitato che circonda la traccia, mentre il LET¥ fa riferimento alle perdite di 
energia indipendentemente da dove queste vengano assorbite. 
 Nel seguito si considererà esclusivamente il LET¥ e si parlerà semplicemente di 
LET. 
 Esempi di radiazioni ad alto LET sono gli ioni pesanti e le particelle a, che 
generalmente hanno ranges brevi poiché perdono rapidamente la propria energia per 
ionizzazione; è proprio la dissipazione di energia su percorsi brevi che determina un alto 
LET. Al contrario, particelle con basso LET sono elettroni e fotoni, che hanno ranges più 













Tab. 1.1  LET (L¥) in acqua delle particelle ionizzanti e delle radiazioni utilizzate in radiobiologia ed in 
radioterapia . ( Riprodotta da [1] )   
 
 
Nella valutazione del LET si suppone che le particelle cariche dissipino la propria 
energia con continuità nel materiale attraversato, anche se, dal punto di vista 
microscopico, è chiaro che emergano fluttuazioni e discontinuità legate ai singoli eventi 
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di collisione. Ciò ha portato alla definizione di parametri, quali l’ “energia specifica” e la 
“energia lineale”, in grado di tenere conto delle fluttuazioni statistiche. Le descrizioni in 
termini di questi parametri si riferiscono alla deposizione di energia in volumi delle 
dimensioni del micron, misurata attraverso contatori proporzionali tessuto-equivalenti 
sviluppati da Harald Rossi. Storicamente la “microdosimetria” nacque proprio con i 
primi studi in quest’ambito, che per un lungo periodo riscosse le attenzioni maggiori: si 
dimostrò, infatti, che ci possono essere notevoli fluttuazioni nella perdita di energia in un 
volume di 1 mm di diametro, in una misura che dipende dal tipo di radiazione. Un grosso 
difetto di tale descrizione è che essa non fornisce alcuna relazione tra le quantità 
microdosimetriche e gli effetti biologici. Queste quantità non contengono alcuna 
informazione sul modello spaziale della deposizione di energia all’interno del volume di 
1 mm di diametro in esame, mentre i dati sperimentali indicano che questa distribuzione è 
importante nel determinare l’efficacia biologica della radiazione. Per questa ragione si 
attendono significativi progressi dal possibile sviluppo di contatori proporzionali con un 




1.2.3    L’efficacia biologica relativa  (RBE) 
 
 Si è riconosciuto da tempo che la dose assorbita non è un buon indicatore degli 
effetti biologici radioindotti. L’ “Efficacia Biologica Relativa” (in breve “RBE” da 
“Relative Biological Effectiveness”) è stata introdotta proprio per quantificare l’aumento 
degli effetti biologici prodotti da radiazioni densamente ionizzanti rispetto alle radiazioni 
poco ionizzanti, a parità di dose. L’RBE di una data radiazione è definita come il 
rapporto tra la dose assorbita di una radiazione di riferimento e quella della radiazione in 
esame che sono richieste per produrre lo stesso effetto biologico. Come radiazione di 
riferimento si considerano solitamente i raggi g. 
 Sin dai primi esperimenti risultò chiaro che l’RBE dipende dal valore del LET e 
dall’effetto che viene studiato. L’effetto più importante dal punto di vista della 
sterilizzazione dei tumori è senz’altro l’inattivazione cellulare. In fig. 1.1 i dati raccolti 
su diverse linee cellulari sono globalmente visualizzati in forma di banda. 
 





   
Fig. 1.1  Riassunto di dati sperimentali sulla dipendenza dal LET dell’efficacia biologica relativa a un 
livello di sopravvivenza del 10% . La banda si basa sui risultati ottenuti con nove sistemi cellulari. Sono 
anche indicati gli intervalli di LET ottenibili con protoni e ioni carbonio e neon ad energie di interesse 
radiobiologico e radioterapico. (Riprodotta da [1])  
 
 
Ciò che risalta immediatamente dall’osservazione sperimentale è che le radiazioni ad alto 
LET sono più efficaci degli elettroni e dei fotoni nel danneggiamento delle cellule colpite 
di un fattore che può valere anche tre (quando si consideri un livello di sopravvivenza del 
10%), ma che diviene minore di uno a grandi valori di LET. Per le particelle cariche dai 
protoni agli ioni carbonio, i valori di LET per cui si osserva un’RBE massima variano da 
100 a 250 KeV/mm, a seconda della linea cellulare e dello ione usati ([1],[7]). 
 La presenza di un massimo nelle curve RBE-LET è legata alla ionizzazione 
specifica della radiazione ed al numero di particelle incidenti per unità di superficie 
(fluenza) necessarie per l’assorbimento di una certa dose. Si è già detto che ad un certo 
LET corrisponde una certa densità lineare di ionizzazione lungo la traccia della particella 
primaria, includendo, negli eventi di ionizzazione, anche quelli provocati dai secondari. 
Ora, al LET ottimale per l’RBE corrisponde una distanza media tra gli eventi di 
ionizzazione che è circa uguale o inferiore al diametro della doppia elica del DNA (2 
nm); ciò corrisponde ad un’alta probabilità per singola particella incidente di provocare 
una rottura del duplice filamento del DNA (in inglese “double strand break”, “dsb”), e i 
“dsb” sono proprio la base degli effetti biologici più importanti (dettagli nel § 1.5.2). Nel 
caso dei raggi X, radiazioni sparsamente ionizzanti, la probabilità che una singola traccia 
causi un dsb è bassa, ed in generale sarà necessario un gran numero di tracce; ciò ne 
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determina la bassa efficacia biologica. All’estremo opposto, particelle con un LET 
maggiore di quello ottimale producono facilmente dsb, ma con un surplus di energia 
ceduta, dal momento che gli eventi di ionizzazione sono molto più ravvicinati. In altre 
parole, si osserva un effetto di saturazione del danno letale dovuto al fatto che nella 
cellula viene depositata più energia di quella necessaria per la sua inattivazione.  
 Si può provare ad esprimere tutto ciò da un punto di vista più quantitativo 
tenendo dunque presente che particelle con un LET più alto di quello ottimale presentano 
un’efficacia per traccia che non è sensibilmente diversa da quella di particelle con LET 
ottimale, ma, rispetto a queste, sono meno efficaci per unità di dose.  Dalla definizione di 
dose segue che la dose D, la fluenza F di un fascio di particelle cariche monoenergetiche 








dove r è la densità del materiale attraversato e k un fattore numerico adimensionale 
dipendente dalle varie unità di misura usate, che vale: 
k=0,1602 se [D]=Gy, [F]=mm-2, [LET]=KeV/mm, [r]=g/cm3 . 
Se D è la dose necessaria per produrre l’effetto studiato nel sistema irraggiato con un 






RBE g=  . 
 
Si consideri un campo di radiazione adronico e si fissi un livello, ad es. di sopravvivenza, 
cui riferire l’RBE. Sia LETmax il valore del LET corrispondente al massimo dell’RBE, 
RBEmax, e sia maxLETTLE >¢ . Posto )( TLERBEERB ¢=¢ , segue che maxRBEERB <¢ , 
da cui, per l’eq. (1.2),  
 
(1.3)  maxDD >¢ ,  
 
essendo ERBDD ¢=¢ g  e maxmax RBEDD g= . Per la (1.1) si può scrivere anche: 














dove F ¢ ed maxF sono fluenze. Applicando la condizione (1.3) alle (1.4),(1.5) si ottiene 








×>¢  . 
 
Varrà anche, verosimilmente, maxFF £¢ . E’ ragionevole argomentare, infatti, che per 
maxLETLET >  sarà maxFF » , poiché un numero inferiore di tracce per unità di 
superficie, anche se a più alta densità di ionizzazione, provocherebbe un minor numero 
di dsb o comunque danni insufficienti a provocare l’effetto studiato al livello stabilito     - 
quest’ipotesi appare particolarmente sensata nel caso di linee cellulari radiosensibili, ma 
per linee resistenti, con alta capacità di riparazione del danno radioindotto, la situazione è 
senz’altro più complessa - . Si può considerare quindi Fmax come il minimo numero 
medio di tracce per unità di superficie a ciò necessario (da qui l’eccesso di energia 
depositata per singola traccia). Il caso maxFF >¢  sarebbe paradossale (richiederebbe un 
eccesso di tracce, oltre all’energia per traccia in eccesso). Questo spiegherebbe anche, in 
un’ottica certamente semplificativa, ma presumibilmente non semplicistica, il fatto che 
l’RBE possa essere minore di uno a grandi LET. Difatti, la condizione RBE<1 implica 
che esiste un valore del LET, qui indicato con LET<1 , al quale corrisponde una dose D<1 
per l’induzione dell’effetto, tale che D<1>Dg . Da ciò, usando la (1.1) e l’ipotesi che  











rrg   , 
 
dove si è fatto uso anche della (1.2) nella prima uguaglianza della catena e della (1.5) 
nella seconda.  
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 Nel tratto decrescente della curva RBE-LET, valgono  dunque i seguenti limiti 






F £<×           ( maxLETLET > ), 
 




FFF maxmaxmax ×<£           ( maxLETLET < )   . 
 
Se si assume che maxFF »  nel tratto discendente della curva, si può abbozzare 
un’espressione analitica dell’RBE in funzione del LET per maxLETLET > ; sostituendo 















g =»   , 
 
dove si è fatto uso ancora della (1.2) al numeratore nell’ultima uguaglianza. Mediante la  




RBELETRBE maxmax)( »       ( maxLETLET > ) . 
 
 
Lungi dall’essere generale, quest’andamento, comunque, sembra rispecchiare i dati 
sperimentali da linee cellulari di origine umana irraggiate con particelle a (cfr., ad es., 
[4]) e ioni 12C (cfr. [26]), e, per le ipotesi in cui è stato ricavato, potrebbe essere valido 
nel caso di irraggiamento di linee cellulari sensibili con fasci di particelle cariche in 
condizioni di segmento di traccia (quando la dose, la fluenza ed il LET sono legati 
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1.2.4    L’effetto dell’ossigeno  (OER) 
  
 Gli effetti dell’irraggiamento di un tumore dipendono da un altro importante 
fattore, che è il contenuto di ossigeno dei tessuti irradiati. Il contenuto di ossigeno è 
generalmente basso nei tessuti tumorali scarsamente vascolarizzati e gli effetti biologici 
solitamente diminuiscono quando si riduce il contenuto di ossigeno. Il rapporto tra le 
dosi richieste per produrre un dato effetto in assenza ed in presenza di ossigeno è 
chiamato OER (dall’inglese “Oxygen Enhancement Ratio”). 
 Più precisamente, se D è la dose necessaria per produrre un effetto nel tessuto 
reale e Do è la dose che servirebbe se il tessuto fosse completamente ossigenato in aria a 




OER =    . 
 Si osserva sperimentalmente che l’effetto negativo sulla sterilizzazione del 
tumore dovuto alla mancanza di ossigenazione dei tessuti irraggiati è ridotto per 
radiazioni ad alto LET in confronto ai convenzionali fasci di fotoni ed elettroni di basso 
LET. Ciò è dovuto al fatto che, nel caso di radiazioni ad alto LET, gli effetti, più che 
essere mediati dai radicali liberi prodotti nella cellula dalle rare deposizioni di energia 
delle radiazioni a basso LET, sono dovuti alle elevate cessioni locali di energia, cui 
seguono più frequenti rotture del DNA delle cellule colpite (per dettagli si veda il par. 
1.4). La diminuzione dell’OER per radiazioni di alto LET depone a favore dell’impiego 
di fasci di ioni in radioterapia; il vantaggio ultimo consiste nel poter prevedere, oltre che 





1.3 Interazione degli adroni con materia biologica 
 
 
 Gli effetti biologici delle radiazioni ionizzanti sono il risultato principalmente di 
ionizzazioni ed eccitazioni di atomi e molecole nella materia attraversata. In una cellula 
vivente questi processi primari danno inizio ad una complessa catena di eventi che può 
portare ad alterazioni chimiche nelle biomolecole (tra queste il DNA è sicuramente il 
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bersaglio più importante) e a modificazioni biofunzionali quali mutazioni, trasformazioni 
e morte cellulare. Tuttavia, i meccanismi d’interazione responsabili della deposizione 
primaria di energia sono diversi per gli adroni e la radiazione elettromagnetica. 
 Nell’intervallo di energie che va da 1 a 500 MeV/u (MeV per nucleone), le 
particelle cariche come i protoni e gli ioni più pesanti perdono la propria energia 
principalmente attraverso collisioni coulombiane anelastiche con gli elettroni del mezzo. 
Soltanto a più basse energie del proiettile le collisioni coulombiane con i nuclei possono 
significativamente contribuire a processi radiativi di perdita di energia. Perdite radiative 
(bremsstrahlung) sono comunque relativamente rare. 
 Reazioni nucleari sono importanti ad energie più elevate, in dipendenza dalla 
natura del proiettile. La spallazione dei nuclei bersaglio generalmente produce secondari 
densamente ionizzanti, che possono essere rilevanti per le loro conseguenze biologiche. 
Si può anche verificare la frammentazione del proiettile con ioni leggeri: si creano nuclei 
più leggeri che hanno ranges più estesi rispetto alla particella primaria e sono perciò 
responsabili di “code” nella distribuzione della dose. Sia la frammentazione del bersaglio 
che quella del proiettile possono modificare la qualità terapeutica dei fasci di ioni 
leggeri.  
 In molti campi della fisica applicata, ed in particolare in dosimetria e 
radiobiologia, gli effetti di perdita di energia sono espressi in termini di “stopping 
power” e “range”. Il contributo dominante deriva dallo stopping power “elettronico”, 
dovuto a collisioni anelastiche con gli elettroni, che, come descritto dalla teoria di Bethe 
e sue successive elaborazioni, provocano una perdita di energia del proiettile quasi 
continua. Lo stopping power “nucleare”, dovuto a collisioni coulombiane elastiche con i 
nuclei del mezzo, è importante soltanto ad energie del proiettile molto basse e dipende 
dal tipo di proiettile. Nei tessuti lo stopping power nucleare contribuisce meno del 5% ad 
energie più basse di 3 KeV per i protoni e di 40 KeV per le particelle a. La cinematica di 
reazione nelle collisioni con i nuclei dà luogo ad una piccola deflessione del proiettile, 
che decresce all’aumentare della sua massa; questa è la ragione per cui la collimazione 
del fascio migliora con ioni più pesanti.  
Mentre la particella carica incidente viene rallentata, il suo stopping power cresce 
approssimativamente come NE1 , essendo EN  la sua “energia specifica” (energia per 
nucleone), per poi decrescere a velocità molto basse. Un importante contributo a questa 
diminuzione, almeno per le particelle a e per gli ioni più pesanti di carica positiva, è la 
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riduzione della loro “carica effettiva” dovuta alla continua cattura e perdita di elettroni 
del materiale attraversato. Come conseguenza della variazione dello stopping power al 
variare della velocità, la deposizione di energia (e dose) cresce con la profondità di 
penetrazione, culminando in un massimo molto pronunciato in prossimità della fine del 




 Elettroni da 20 MeV
Raggi X da 8 MV
Protoni da 200 MeV
Neutroni da p (66 ) / Be













Fig. 1.2   Curve dose-profondità per fotoni (da una sorgente di cobalto e da un acceleratore lineare da 8 
MV), neutroni e protoni di 200 MeV. Gran parte dell’energia dei protoni è rilasciata in prossimità della 
fine del loro percorso, dando luogo al picco di Bragg.  (Riprodotta da [1])  
 
 
Nelle descrizioni della perdita di energia in termini di “struttura di traccia” della 
particella incidente, ci si riferisce ai profili medi di densità di energia perpendicolari alla 
traccia. La massima ampiezza radiale della traccia è determinata dal range degli elettroni 
secondari più energetici (d-rays) prodotti, che aumenta al crescere della velocità del 
proiettile. Un’indicazione di questo comportamento viene dal calcolo della massima 
energia trasferibile ad un elettrone in una collisione “head-on” nell’ipotesi semplificativa 
in cui esso sia inizialmente a riposo e libero. Detti Tmax tale energia, M e b  
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rispettivamente la massa e la velocità in unità c della particella incidente, me la massa 































g . Nell’approssimazione M>>me e g  
non troppo elevato  – ottima per un adrone –  vale l’espressione semplificata: 
 
(1.8)  222max 2 gbcmT e» . 
 
Ad esempio, a parità di LET, la velocità dei protoni è più bassa di quella delle particelle 









Fig. 1.3  LET (stopping power) in acqua per protoni, ioni carbonio e ossigeno in funzione dell’energia 
specifica EN . (Riprodotta da [1])  
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L’energia per unità di massa depositata da un proiettile di carica effettiva zeff e 
velocità bc è approssimativamente proporzionale a 22 beffz (ovvero a Neff Ez
2 ) sull’asse 
della traccia (cfr. con la nota formula di Bethe-Bloch per la perdita di energia per 
ionizzazione in un mezzo omogeneo) e decresce con la distanza radiale r con una 
dipendenza 1/r2 fino ad un cut-off corrispondente alla massima componente trasversa 
delle tracce dei raggi d. La quantità 22 beffz è talvolta usata come parametro per 
descrivere la “qualità” della radiazione (si veda fig. 1.3). 
Il “multiple scattering” provoca una diffusione laterale del fascio. L’effetto si 
riduce con l’aumentare della massa del proiettile; sperimentalmente ciò è ben visibile 
attraverso gli “spots” lasciati da fasci di protoni e ioni carbonio su pellicole Polaroid 
poste in vari punti delle curve di Bragg: appare evidente come nel picco di Bragg il 
fascio di ioni carbonio sia molto meglio definito di quello di protoni. In effetti, dai 
protoni agli ioni elio la diffusione laterale è ridotta di un fattore 2 ed un ulteriore 
decremento si osserva con gli ioni carbonio, ma si deve tener presente che una 
diminuzione ancora maggiore di quest’effetto non è di alcuna importanza pratica in 
terapia. Già per i protoni è stato valutato che l’allargamento del fascio è quasi 
insignificante per la terapia del tumore. L’effetto è più pronunciato per fasci stretti che 
per fasci larghi, ma rimane di portata trascurabile se paragonato all’effetto penombra e 
alla diffusione laterale che si osservano per fasci di elettroni e fotoni. 
In definitiva, si può dire che in generale il raggio della traccia dipende dalla 
velocità della particella, mentre il numero di ionizzazioni lungo la traccia dipende dal 
LET; di conseguenza, la risposta biologica non può essere determinata attraverso un 
singolo parametro. 
Sono stati sviluppati diversi modelli che descrivono l’inattivazione cellulare 
causata da ioni, in base alla distribuzione radiale della dose ed al confronto con la 
risposta biologica ai raggi X. Al momento, la simulazione della struttura di traccia con 
algoritmi Monte Carlo offre la più dettagliata descrizione del percorso della deposizione 
di energia. Molti autori hanno sviluppato routines che sono particolarmente adatte ai fini 
della radiobiologia, in cui il mezzo considerato è il vapore acqueo o l’acqua liquida,  cui 
i tessuti biologici sono assimilabili –almeno dal punto di vista dell’interazione con la 
radiazione–  essendo costituiti per circa l’ 80% da acqua. La fig.1.4 mostra come le 
dimensioni tipiche della struttura spaziale della deposizione di energia calcolata 
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dettagliatamente con tali simulazioni siano confrontabili con quelle della struttura dei 
bersagli biologicamente rilevanti, come la cromatina, i nucleosomi e il DNA. 
Dal momento che il numero di tracce simulate deve essere statisticamente 
significativo, sono richiesti, a seconda della particolare applicazione, lunghi tempi di 
calcolo e grosse capacità di immagazzinamento dei dati. La fase successiva consiste 
nell’identificazione ed estrazione delle caratteristiche delle tracce che sono più 
interessanti a livello dell’efficacia biologica. Quest’obiettivo è stato perseguito in uno 
studio esaustivo da Goodhead e collaboratori, che hanno determinato le distribuzioni di 
frequenza della deposizione di energia in volumi cilindrici corrispondenti ai bersagli 
biologicamente significativi. 
Altri autori hanno diretto la loro attenzione al problema di derivare, dai percorsi 
di deposizione dell’energia, informazioni sulla produzione di specifiche lesioni del DNA, 
quali le rotture in un singolo filamento di DNA (“single strand breaks”, in breve “ssb”) o 
in entrambi i filamenti (“dsb”, da “double strand breaks”). Un approccio promettente 




1.4 Effetti   chimico-fisici   delle   radiazioni    ionizzanti 
 
Quando qualsiasi forma di radiazione (raggi X o g, particelle cariche o neutre) 
viene assorbita nella materia vivente, c’è la possibilità che essa interagisca direttamente 
con i bersagli critici delle cellule, i cui atomi possono essere ionizzati, dando così inizio 
alla catena di eventi che portano alla modificazione biologica. Gli eventi di ionizzazione 
primaria avvengono su una scala temporale dell’ordine di 10-16 s o meno. In ciò consiste, 
essenzialmente, la cosiddetta “azione diretta” della radiazione, che è il principale 
processo di induzione del danno biologico per le radiazioni di alto LET.  
Si possono avere, in ogni caso, interazioni con altri atomi o molecole – non 
necessariamente biologicamente sensibili -  nella cellula, in particolare con molecole 
d’acqua. Questi eventi di ionizzazione sono molto più probabili, considerata 
l’abbondanza relativa dell’acqua nelle cellule viventi (circa l’80%). Le molecole 
ionizzate partecipano in reazioni chimiche che possono dare origine a radicali liberi o 
altre molecole eccitate; questi processi chimici avvengono in tempi che vanno da 10-15 a 
10-3 s. I radicali liberi così prodotti possono essere poi incorporati in strutture biologiche  
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Fig. 1.4   Rappresentazione schematica di tracce di radiazioni sparsamente e densamente ionizzanti 
confrontate con i bersagli biologicamente rilevanti. (Riprodotto da [1])  
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complesse a livello molecolare ed alterare la loro funzione; la scala dei tempi in cui si 
manifestano gli effetti di queste modificazioni biologiche va dalle ore agli anni. Il 
processo appena descritto è indicato come “azione indiretta” della radiazione e sarà 
illustrato con un certo dettaglio. 
Una molecola d’acqua può essere ionizzata dalla radiazione incidente: 
    H2O ® H2O+ + e- 
e l’elettrone libero può essere catturato da un’altra molecola d’acqua neutra, con la 
produzione di una molecola con una carica negativa in eccesso: 
H2O + e- ® H2O- . 
I radicali ionici H2O+ e  H2O- sono instabili (vita media dell’ordine di 10-10 s) e possono 
dissociarsi come segue: 
    H2O+ ®  H+ + OH. 
    H2O- ®  H. + OH- 
In entrambi i  casi le specie risultanti sono uno ione (H+, OH-) ed un radicale libero (H., 
OH.). Un radicale libero è un atomo o molecola che ha un elettrone spaiato che può 
essere impiegato in un legame chimico. A causa della forte tendenza di quest’elettrone 
spaiato a partecipare in reazioni chimiche che conducono ad una più stabile 
configurazione appaiata, i radicali liberi sono specie estremamente reattive. Il radicale 
ossidrile altamente reattivo OH. viene prodotto anche in seguito alla frequente reazione: 
    H2O+ + H2O ® H3O+ + OH.  . 
 I radicali liberi possono diffondere per brevi distanze, raggiungendo molecole di 
importanza vitale per la cellula. Si stima che i radicali liberi possano raggiungere il DNA 
se prodotti all’interno di un volume cilindrico circostante con un diametro circa doppio 
rispetto a quello della doppia elica del DNA (2 nm). Si può semplificare la struttura di 
una molecola biologica complessa contenente idrogeno come la combinazione RH di un 
radicale libero R. con l’idrogeno. I radicali liberi H. e OH. possono combinarsi con queste 
molecole, dando luogo alle seguenti reazioni: 
    OH. + RH ® R. + H2O 
    H. + RH ® R. + H2  . 
In entrambi i casi il risultato è la produzione di un radicale libero R. che può essere  parte 
di un sistema biologicamente più complesso (un cromosoma, ad esempio) e può alterare 
la funzione di quel sistema, causandone eventualmente l’inattività permanente se la sua 
funzionalità è irrimediabilmente compromessa, o cambiandone l’informazione genetica 
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che sarà trasmessa nella riproduzione, così che la struttura della generazione successiva 
sarà differente (mutazione genetica). 
 Allo stesso effetto chimico si può pervenire mediante l’azione diretta. La 
radiazione può interagire con la molecola RH senza il processo intermedio di produzione 
di radicali liberi dall’acqua. Ciò può realizzarsi mediante ionizzazione diretta seguita da 
dissociazione: 
    RH ® RH+ + e- 
    RH+ ® R. + H+ 
con il radicale R. ancora tra i prodotti di reazione. 
 Se il materiale organico irraggiato è ricco d’ossigeno, è possibile un altro insieme 
di processi: 
    R. + O2 ® RO2. 
ed il perossiradicale organico può poi interagire con un’altra molecola RH : 
    RO2. + RH ® RO2H + R. 
con un altro radicale libero R.  tra le specie finali; quest’ultimo può cominciare una 
nuova serie di processi, dando vita ad una reazione a catena. Un altro processo che 
avviene in presenza di ossigeno e che coinvolge un elettrone espulso per ionizzazione e 
sufficientemente moderato, è la reazione: 
    O2 + e- ® O2-    
poiché O2 ha un’alta affinità per l’elettrone. La cattura dell’elettrone da parte di O2 non 
solo può originare una serie di reazioni chimiche, ma può anche impedire all’elettrone 
libero la ricombinazione con lo ione positivo complementare prodotto dall’interazione 
della radiazione o dei suoi secondari. In questo modo il danno prodotto dalla radiazione 
non può essere riparato “spontaneamente” attraverso la ricattura di elettroni. 
 E’ questa la chimica fondamentale dell’ “effetto ossigeno”. 
 Resta implicito che reazioni identiche a quelle viste finora sono provocate, oltre 
che dalle particelle primarie, anche da quelle secondarie (in massima parte elettroni, ma 
anche fotoni ed eventualmente frammenti nucleari), purchè sufficientemente energetiche. 
 Fino ad un certo punto le biomolecole sono riparate attraverso processi naturali 
che coinvolgono opportuni enzimi; tuttavia, l’efficacia di questa riparazione dipende dal 
livello di danneggiamento. Se la riparazione ha esito positivo, ovviamente, non seguirà 
alcun effetto biologico indesiderato, ma se risulta difettosa o non avviene del tutto, la 
cellula può andare incontro a morte o inattivazione della capacità proliferativa, ad effetti  
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genetici od oncogenici. Le fasi salienti del processo di induzione del danno biologico 
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1.5 Effetti   biologici   delle   radiazioni   ionizzanti 
 
La risposta alla radiazione ionizzante a livello cellulare è di importanza basilare 
in radiobiologia, dal momento che gli effetti osservati nei tessuti e negli individui hanno 
generalmente la loro origine nelle modificazioni delle cellule costituenti. Uno degli 
aspetti più importanti è la morte cellulare. Oltre alla sua rilevanza in radioprotezione, 
dovuta alla sua relazione con gli effetti deterministici osservati in individui esposti ad 
irradiazione acuta, essa è di fondamentale interesse nella terapia tumorale, dove il 





1.5.1    Curve di sopravvivenza   
 
 Da un punto di vista complessivo, per valutare quantitativamente l’effetto letale 
delle radiazioni su popolazioni di cellule in coltura, il metodo più ampiamente utilizzato 
è la determinazione della capacità clonogenica (cfr. § 2.3), cioè la capacità di una cellula 
di proliferare e duplicarsi per un tempo indefinito, producendo una colonia formata da 
molte cellule figlie; tale colonia è anche chiamata “clone”, poiché le cellule che la 
compongono sono uguali fra di loro sia morfologicamente che per il loro patrimonio 
genetico.  
I risultati sono presentati facendo uso delle “curve di sopravvivenza”, che sono 
ottenute contando, per valori crescenti della dose assorbita, il numero di cloni di uno 
specifico tipo di cellule irraggiate con un fascio di caratteristiche ben definite, e 
rappresentando il logaritmo della frazione di cellule sopravvissute in funzione della dose. 
Esempi di tali curve sono riportati in fig. 1.8. 
L’andamento delle curve di sopravvivenza dipende da due importanti fattori, uno 
di natura fisica e l’altro di natura biologica, ossia dal tipo di radiazione utilizzata e dal 
tipo di cellula. In molti sistemi cellulari si osserva una “spalla” iniziale a bassi valori di 
LET , che si riduce progressivamente ed in alcuni casi scompare all’aumentare del LET. 
Una risposta lineare in scala logaritmica indica una diminuzione esponenziale del 
numero di cellule sopravvissute all’aumentare della dose e ciò viene spesso interpretato 
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come dovuto a una mancata capacità di riparazione dei danni prodotti dalla radiazione. 
La spalla si può perciò considerare come un indice delle capacità di riparazione del 
sistema biologico irraggiato. 
Il fit dei punti ottenuti dagli esperimenti di sopravvivenza con appropriate 
funzioni parametriche è profondamente legato all’uso di uno specifico modello d’azione 
della radiazione ed i parametri del fit assumono un particolare significato soltanto in quel 
modello. In effetti, spiegare la relazione tra lesioni molecolari e danno cellulare è un 
problema ancora cruciale e non completamente risolto in radiobiologia. Per di più sono 
necessarie considerazioni biofisiche per mettere in relazione le lesioni molecolari con le 
caratteristiche fisiche della radiazione. Al momento non c’è generale accordo sulla 
descrizione matematica delle curve di sopravvivenza, e questo è proprio un riflesso del 
fatto che non sia stata ancora sviluppata una teoria esauriente, sebbene i cosiddetti 
modelli “lineare-quadratico” e “multitarget” siano i più frequentemente usati per 




1.5.2  Aberrazioni cromosomiche e cromatidiche                       
            nel modello lineare-quadratico 
 
 
Il DNA è costituito da due filamenti che formano una doppia elica. Ciascun 
filamento è composto da una serie di deossinucleotidi, la cui sequenza determina il 
codice genetico. Gli zuccheri ed i gruppi fosforici formano lo “scheletro” della doppia 
elica. Le basi sugli opposti filamenti devono essere complementari: l’adenina si lega con 
la timina, mentre la guanina lega con la citosina. Quando le cellule sono esposte a 
radiazione ionizzante, su ciascun filamento si verificano diverse rotture, come  
conseguenza dei processi già descritti nel  §1.4 .  
Le rotture del singolo filamento sono in sè irrilevanti dal punto di vista della 
morte cellulare, poiché facilmente riparate dagli appositi enzimi usando il filamento 
opposto come uno “stampo”; se la riparazione non è corretta, ciò può risultare in una 
mutazione. Se entrambi i filamenti del DNA hanno subito lesioni e queste sono 
abbastanza distanziate, la riparazione avviene con lo stesso meccanismo, dal momento 
che le rotture possono essere trattate indipendentemente le une dalle altre. Al contrario, 
se le rotture nei due filamenti sono opposte l’una all’altra o sono separate soltanto da 
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poche coppie di basi, ciò può portare ad una rottura del doppio filamento, con la 
conseguente scissione della cromatina in due pezzi. Si ritiene che una doppia rottura sia 
la lesione più importante prodotta nei cromosomi dalla radiazione, poiché l’interazione 
di due doppie rotture può avere come esito la morte cellulare, una mutazione o la 
carcinogenesi. 
Le estremità dei filamenti prodotte in seguito ad una rottura possono 
ricongiungersi con qualsiasi altra estremità libera, ma  - sembrerebbe -  non con gli 
estremi naturali di un cromosoma. I vari frammenti che hanno avuto origine da rotture 
possono comportarsi in diversi modi; in un’analisi semplificata [4] si può dire che: 
1. le rotture possono saldarsi nella loro configurazione originaria (in questo caso, 
naturalmente, non si presenterà alcun difetto alla prossima mitosi); 
2. la ricombinazione può fallire, dando luogo ad un’aberrazione, che risulterà in 
una delezione nella successiva mitosi; 
3. le estremità possono ricongiungersi ad altre estremità libere che non siano quelle 
naturalmente complementari, dando origine a cromosomi che appaiono 
deformati quando visti nella mitosi seguente. 
Le aberrazioni riscontrabili in metafase sono di due classi: aberrazioni “cromosomiche” 
ed aberrazioni “cromatidiche”. Le aberrazioni cromosomiche risultano se la cellula è 
irraggiata all’inizio dell’interfase, prima che il materiale cromosomico sia stato 
duplicato. In questo caso la rottura radioindotta sarà in un singolo filamento di 
cromatina; durante la seguente fase di sintesi del DNA, da questo filamento ne verrà 
replicato un altro identico e sarà riprodotta anche la frattura. Ciò porterà ad 
un’aberrazione cromosomica visibile, con opportune tecniche, durante la successiva 
mitosi, poiché ci sarà un’identica rottura in punti opposti di una coppia di filamenti di 
cromatina. Se, d’altra parte, l’esposizione alla radiazione avviene nella tarda inerfase, 
quando la duplicazione del DNA è completata ed i cromosomi consistono di due 
filamenti di cromatina (cromatidi), allora le aberrazioni prodotte sono dette “aberrazioni 
cromatidiche”. In zone del cromosoma lontane dal centromero i bracci cromatidici sono 
abbastanza ben separati ed è ragionevole supporre che la radiazione possa rompere un 
cromatidio senza danneggiare il suo gemello, o quanto meno non nello stesso punto. Una 
rottura che avviene in un singolo braccio cromatidico dopo la replicazione cromosomica 
e lascia illeso il braccio opposto dello stesso cromosoma conduce ad aberrazioni 
cromatidiche. 
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 Sono possibili molti tipi di aberrazioni e riarrangiamenti del materiale 
cromosomico, ma qui ne saranno brevemente descritti solo tre tipi che sono letali per la 
cellula: l’ “anello” e il “dicentrico”, che sono aberrazioni cromosomiche, ed il “ponte 
anafasico”, classificabile come aberrazione cromatidica. Tutte e tre provocano una grossa 
distorsione del cromosoma in metafase.  
 La formazione di un dicentrico è illustrata in forma diagrammatica in fig. 1.6A . 
Quest’aberrazione è prodotta da uno scambio tra due cromosomi separati. Se viene 
prodotta una rottura in ciascuno all’inizio dell’interfase e le estremità dell’uno sono 
vicine a quelle dell’altro, esse possono congiungersi dando luogo ad uno scambio tra i 
frammenti dei due cromosomi. Tale scambio sarà replicato durante la fase di sintesi del 
DNA ed il risultato sarà un cromosoma molto distorto con due centromeri (da cui 
“dicentrico”). Ci sarà anche un frammento senza centromero (“frammento acentrico”). 
 Per la formazione di un anello (fig. 1.6B) occorre che una rottura sia indotta dalla 
radiazione in ciascun braccio di un singolo cromosoma nella fase di pre-replicazione 
(G1). I lembi delle rotture possono ricongiungersi non correttamente, formando un anello 
ed un frammento acentrico, che saranno poi replicati nella fase successiva. 
 Un ponte anafasico può essere prodotto in una varietà di modi . Come illustrato in 
fig. 1.6C, esso è provocato da rotture che avvengono in fase post-replicativa (G2). Le 
rotture possono avvenire in entrambi i cromatidi dello stesso cromosoma, ed i lembi 
possono saldarsi in modo da unire i cromatidi stessi tra loro. Nell’anafase, quando i due 
insiemi di cromosomi si muovono verso i poli opposti della cellula, la porzione di 
cromatina tra i due centromeri si tende, impedendo la separazione nelle due nuove 
cellule figlie. 
La frequenza di aberrazioni cromosomiche (dicentrici ed anelli) radioindotte è 
generalmente una funzione lineare-quadratica della dose (fig. 1.7). Tali aberrazioni, 
come visto, sono conseguenza dell’interazione di due rotture separate. A basse dosi 
entrambe le rotture possono essere causate dalla stessa particella carica; la probabilità di 
un’aberrazione di scambio è perciò proporzionale alla dose (D). A dosi più alte è più 
probabile che le due rotture siano provocate da particelle cariche differenti; la probabilità 
di un’interazione di scambio è, almeno in prima approssimazione (composizione delle 
probabilità di due eventi singoli di lesione cromatidica), proporzionale al quadrato della 
dose (D2).  
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Fig. 1.6  
 (A) I vari passi nella formazione di un 
dicentrico per irraggiamento di 
cromosomi in fase pre-replicativa. 
 (B) Formazione di un anello in seguito ad 
irraggiamento di un cromosoma in fase 
pre-replicativa.  
  (C) Formazione di un ponte anafasico 
dopo l’irraggiamento di un cromosoma in 
fase post-replicativa. 
(Riprodotta da [4])  























Fig. 1.7   Numero medio di aberrazioni cromosomiche (dicentrici ed anelli) in un linfocita umano esposto 
a raggi g  da 60Co . (Riprodotta da [4])  
 
 
Su queste assunzioni si fonda, in sostanza, il modello lineare-quadratico, secondo 
cui il numero medio E di eventi letali indotti per cellula in funzione della dose D si può 
quindi esprimere matematicamente, in prima approssimazione, come la somma di due 
termini: 
 
 2)( DDDE ba +=  , 
 
in cui a e b  sono costanti i cui valori dipendono dal tipo di cellule studiate,dal tipo di 
radiazione impiegata, dal LET e da altre condizioni di esposizione alla dose D. Si può 
dimostrare che il numero di eventi letali (dsb) a dose D è distribuito secondo la statistica 
di Poisson.  
            La frazione S(D) di cellule sopravvissute all’irraggiamento di una grossa 
popolazione con una dose D, ossia la probabilità di una singola cellula di sopravvivere ad 
una dose D, non è altro, allora, che la probabilità di non riportare lesioni letali, cioè il 
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Quest’equazione ha mostrato di adattarsi bene a molte curve di sopravvivenza 
determinate sperimentalmente (fig. 1.8), in particolar modo nel range di frazioni di 
sopravvivenza compreso tra 1 e 0,01 [5]. Il parametro a (in Gy-1) si può interpretare 
come rappresentativo della frequenza di induzione di danni letali da traccia singola, 
mentre b  ([b]=Gy-2) esprime la frequenza di induzione di danni sub-letali. Si assume 
inoltre che l’effetto dei danni potenzialmente letali (PLD), legati all’influenza delle 
specifiche condizioni di coltura subito dopo l’irraggiamento e responsabili del 
rallentamento o dell’arresto della progressione del ciclo cellulare,  sia ripartito più o 


























  Fig. 1.8   Andamenti di curve di sopravvivenza. La frazione delle cellule sopravvissute all’irraggiamento 
è riportata su scala logaritmica in funzione della dose su scala lineare. Il fit è effettuato con una funzione 
lineare-quadratica. Ci sono due componenti della sopravvivenza cellulare: una è proporzionale alla dose 
(aD), mentre l’altra è proporzionale al quadrato della dose (bD2). La dose per cui le componenti lineare e 
quadratica sono uguali è data dal rapporto a/b . (Riprodotta da [4])  
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Bisogna aggiungere, tuttavia, che le curve dose-effetto possono avere diversi 
andamenti e che ad alte dosi possono presentare un massimo o un plateau  [6]. Di 
conseguenza tali dati vengono “fittati” con un polinomio in D che presenta termini di 
grado superiore al secondo:    
 ...)( 32 +++= DDDDE gba  
 
Soltanto per un limitato range di dosi è di solito sufficiente una dipendenza lineare-
quadratica. Queste considerazioni sminuiscono il significato che i parametri a e b  
assumono nel contesto del modello lineare-quadratico, almeno in senso assoluto, 
riducendoli al ruolo di meri coefficienti dello sviluppo in serie di una funzione non 
predicibile a priori. Tutta una serie di studi, inoltre, indicano che altri effetti (“by stander 
effect”, ad es.), non contemplati nelle assunzioni generali  del lineare-quadratico, 
sarebbero pure responsabili della morte riproduttiva radioindotta, spalancando uno 
scenario di complessità tale da non poter essere facilmente inquadrato nel modello di 
Rossi e Kellerer. L’interpretazione più sicura  è forse quella in cui a e b  rappresentano 
una misura della frequenza di induzione di danni letali e subletali rispettivamente, 
indipendentemente dal meccanismo di induzione.  
Per linee cellulari sensibili, comunque, l’evidenza sperimentale di curve di 
sopravvivenza puramente esponenziali (o con valori di b  trascurabili) per radiazioni di 
alto LET, sembra sposare bene l’ipotesi che un danno letale sia provocato da una singola 
particella, densamente ionizzante. Per linee sensibili esposte a radiazioni a basso LET, le 
curve di sopravvivenza presentano generalmente un andamento sigmoidale (con la spalla  
a basse dosi regolata dal parametro a nella pendenza iniziale e dal rapporto a/b  nella 
larghezza, ed il comportamento ad alte dosi regolato da b), compatibile con l’ipotesi di 
danni letali provocati anche da una sinergia di più tracce ad effetto sub-letale. Le ipotesi 
ed i parametri del modello lineare-quadratico si adattano bene, dunque, ai due precedenti 
casi limite. 
 Per il resto, vale sempre il principio generale secondo cui, dove spesso non 
possono la conoscenza e la capacità d’analisi, si può almeno ricorrere alla consuetudine 
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L'utilizzo di colture cellulari "in vitro" consente di effettuare esperimenti in 
condizioni di migliore stabilità, controllabilità e riproducibilità rispetto alle tecniche "in 
vivo". Le cellule in coltura, pur avendo perso la struttura organizzata dell'organo di 
provenienza, mantengono le loro funzioni specifiche e costituiscono un sistema biologico 
semplice i cui elementi sono analizzabili individualmente. Tali sistemi offrono la 
possibilità di ripetere più esperimenti nelle medesime condizioni e di valutare 
singolarmente gli effetti dei parametri che influenzano i risultati. Negli esperimenti di 
radiobiologia, in particolare, è possibile mettere in relazione gli effetti della radiazione 
sulle cellule con i parametri fisici che caratterizzano la radiazione stessa, quali la dose, la 
sua distribuzione temporale, la qualità, prescindendo da fattori di interferenza a livello 
cellulare che si possono verificare in vivo. 
 Si distinguono due differenti tipi di colture in vitro: quella primaria e quella 
stabilizzata. La coltura primaria è costituita da cellule derivanti direttamente dal tessuto 
d'origine, che viene degradato enzimaticamente, e, come tali, mantengono inalterate 
alcune caratteristiche del tessuto stesso, quali la morfologia ed il patrimonio genetico.Il 
limite delle colture primarie è che dopo un certo numero di divisioni, variabile 
generalmente tra le 50 e le 60 a seconda del sistema cellulare, le cellule vanno incontro al 
cosiddetto fenomeno della senescenza, che comporta l'arresto del loro ciclo vitale con 
conseguente esaurimento o trasformazione della coltura.  Le colture stabilizzate 
derivano, invece, da una coltura primaria le cui cellule sono state sottoposte a particolari 
ed accurati processi di subcoltura che comportano da una parte la modificazione dei 
caratteri morfologici, biochimici e genetici delle cellule di partenza, dall’altra 
l’acquisizione di caratteristiche particolari, prima fra tutte la capacità di crescere 
indefinitamente, sotto opportune tecniche di coltivazione, mantenendo stabili alcuni 
parametri della popolazione cellulare, quali l’assetto cromosomico ed il tempo di 
generazione. Tutte queste proprietà concorrono a dare alla cellula in coltura stabilizzata 
un elevato grado di autonomia ed un ritmo moltiplicativo costante. Per tali motivi le linee 
stabilizzate risultano essere più vantaggiose rispetto alle colture primarie. 
 Vi sono, infine, due modalità per coltivare cellule in vitro: le cellule si possono 
trovare in sospensione nel terreno di coltura, oppure possono essere adese ad una 
superficie, detta “substrato”. Al crescere della coltura le cellule tendono ad occupare 
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2.2 Le linee cellulari 
 
In questo lavoro di tesi sono state utilizzate tre linee cellulari: SCC-25 
(squamous cell carcinoma), derivata dal tessuto tumorale della lingua [20],  GBM 
(glioblastoma multiforme) [21], AG1522 (fibroblasti umani della pelle, gentilmente 
forniti dal dott. T. K. Hei della Columbia University nel 1995). Le prime due linee 
sono rappresentative di tessuti tumorali, la terza deriva da un tessuto sano.La linea 
SCC-25 deriva da cellule tumorali recidive ad un normale trattamento radioterapico. 
 Circa due settimane prima dell’esperimento, le cellule, che normalmente sono 
conservate in azoto liquido, vengono poste in appositi contenitori per colture cellulari 
(flask T25, con una superficie utile di 25 cm2) nel loro terreno di coltura ed in 
incubatore a 37°C, in atmosfera umidificata al 95% e con 5% di CO2 . 
Il terreno di coltura utilizzato per le linee SCC-25 e GBM è DME: HAM'SF12 
nella concentrazione [75:25] integrato con il 20% di siero fetale di vitello e con 
l'aggiunta di idrocortisone (0.4 mg/ml), piruvato di sodio (100mM) ed antibiotici quali 
penicillina, streptomicina e gentamicina necessari per evitare la contaminazione da 
microrganismi. Per le cellule AG1522 si usa DMEM al 20% di siero fetale di vitello e 
con l’aggiunta di gentamicina. 
In queste condizioni di crescita le cellule aderiscono alla superficie dei 
contenitori, crescono e si moltiplicano.  
I parametri che caratterizzano le tre linee  cellulari, determinati nel nostro 
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-     linea SCC-25 
                                 ·   tempo di generazione: 24 ± 2 ore; 
                                 ·   efficienza di piastramento: ~ 60%; 
                                 ·   indice mitotico: 3.7%; 
                                 ·   spessore cellulare: 4.6 ± 1.2 mm  
                                      misurato mediante microscopio laser confocale a fluorescenza     
                                      presso il laboratorio Harwell, Medical Research Council      
                                      nell’ambito della collaborazione “ATER” . 
 
-     linea GBM 
                                 ·   tempo di generazione: 45 ± 3 ore 
                                 ·   efficienza di piastramento: ~ 30% 
 
-     linea AG1522 
                                 ·   tempo di generazione: 25 ± 2 ore 
                                 ·   efficienza di piastramento: ~ 15% 
                                 ·   spessore cellulare: ~ 1.5 mm  
 
Su tali linee è stato compiuto uno studio sistematico della mortalità sia su cellule 
direttamente irraggiate che sulla progenie di quelle sopravvissute all’irraggiamento, 






 Si definiscono sopravvissute quelle cellule che dopo l'irraggiamento 
mantengono la loro capacità riproduttiva e danno origine a colonie con almeno 
cinquanta cellule. Il periodo di tempo necessario alla formazione delle colonie  
dipende dal tempo di generazione della linea cellulare e  può variare da alcuni giorni  
fino a venti  (per le cellule della linea SCC-25 servono 18 giorni, per le altre due linee 
in esame 12¸14 giorni). Le colonie sopravvissute risultano essere macroscopicamente 
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visibili, dopo opportuna colorazione, permettendone il conteggio per valutare la 
frazione di cellule sopravvissute. 
 Il rapporto tra il numero di colonie sopravvissute ed il numero di cellule 
piastrate è detto "efficienza di piastramento". Il rapporto fra l'efficienza di 
piastramento di un campione cellulare sottoposto all'irraggiamento con una certa dose  
e quella del "campione di controllo",  che ha subito lo stesso trattamento salvo 




2.4 Morte riproduttiva ritardata 
 
L’effetto a lungo termine che si è valutato è la morte riproduttiva ritardata che 
si osserva nella progenie di cellule irraggiate. La radiazione ionizzante, infatti, può 
indurre effetti, nelle cellule irraggiate, che si trasmettono alle generazioni successive: 
si è osservato un aumento della probabilità di danni genetici per le popolazioni 
successive all’irraggiamento,  dopo diverse generazioni dalle cellule progenitrici 
originariamente esposte alla radiazione [10].  
L’ipotesi corrente è che questa “espressione ritardata” sia dovuta ad un 
processo di instabilità genomica che si trasmette per diverse generazioni cellulari con 
conseguente aumento di varie alterazioni geniche (aberrazioni cromosomiche, 
micronuclei, apoptosi, ridotta abilità clonogenica, trasformazione neoplastica) [11]. 
 In questo lavoro di tesi si è valutata la ridotta capacità riproduttiva in seconda 
popolazione, che si manifesta nella progenie attraverso una diminuzione 
dell’efficienza di piastramento, probabilmente dovuta a mutazioni letali ereditabili: la 
progenie può subire un danno che diventa letale dopo molte successive divisioni 
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2.5 Area nucleare  
 
Si precisa subito che nel seguito, per brevità, si parlerà di area nucleare 
intendendo, pur impropriamente, la sezione d'urto geometrica (area della sezione 
trasversale)  presentata dal nucleo di una cellula adesa su vetrino .  
L’interpretazione microdosimetrica dei dati radiobiologici richiede precise 
informazioni sull’area nucleare media delle cellule quando irraggiate con radiazione di 
alto LET. La conoscenza dell’area nucleare è necessaria, ad esempio, nella 
determinazione del numero di particelle che in media attraversano un nucleo cellulare 
(nota la fluenza) e della probabilità di inattivazione per singola particella (nota la sezione 
d’urto di inattivazione). 
Vi sono diverse tecniche per la misurazione delle aree nucleari, dalle più 
tradizionali alle più sofisticate; queste ultime [13] fanno uso della microscopia laser 
confocale a scansione e di software per l’analisi delle immagini. Le misure utilizzate nel 
presente lavoro di tesi sono state effettuate con due metodi (descritti dettagliatamente in 
Appendice) rapidi, efficaci e, soprattutto, economici, servendosi soltanto di un 
microscopio ottico, una camera CCD ad esso collegata ed un monitor per l’output delle 
immagini. Nel seguito i due sistemi saranno detti, in breve, “metodo Ellisse” e “metodo 
Reseau FG”. Il metodo “Ellisse” è applicabile nei casi in cui i nuclei in esame 
manifestino una forma approssimativamente ellittica e consiste nella misurazione, 
mediante microscopio ottico con oculare con scala graduata mobile, degli assi maggiore 
e minore, per ciascun nucleo. Il metodo “Reseau FG”, “nato” con questa tesi, è più 
generale, essendo applicabile a nuclei di qualsiasi forma, e si ispira al metodo “hit or 
miss” per la misura delle aree.  
Le misure delle aree cellulari sono state effettuate su campioni cellulari fissati e 
colorati che presentano le stesse condizioni di crescita di quelli al momento 
dell’irraggiamento: per le due linee tumorali, SCC-25 e GBM, cellule in crescita 
esponenziale, mentre per la linea AG1522 cellule in confluenza. 
 Per cellule SCC25 i due metodi hanno fornito risultati leggermente differenti per 
l’area nucleare media, con deviazioni standard perfettamente compatibili (si veda 
Appendice). Si è scelto di riferirsi, in definitiva, ai risultati ottenuti con il metodo 
“Reseau FG” in quanto è stato usato anche per le cellule AG1522 e GBM, per le quali 
l’assunzione di nucleo ellittico sembrava più debole che per le SCC25.  
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I risultati sono i seguenti: 
 
SCCA = 192 mm
2 , SCCs = 58 mm
2 
AGA = 170 mm
2 , AGs = 41 mm
2 
GBMA = 270 mm
2 , GBMs = 120 mm
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3.1 L'acceleratore  Tandem 
 
 I fasci di radiazione impiegati negli esperimenti di radiobiologia devono 
rispondere a particolari caratteristiche: nei limiti delle tolleranze sperimentali il fascio 
deve essere monoenergetico, monodirezionale, omogeneo in flusso su tutta l'area del 
campione biologico e sufficientemente energetico da poter penetrare il monostrato 
cellulare. 
 Gli esperimenti discussi in questo lavoro di tesi sono stati effettuati presso 
l'acceleratore per ioni pesanti Tandem XTU da 16 MV dei Laboratori Nazionali di 
Legnaro - INFN, utilizzando la linea di fascio appositamente installata per esperimenti di 
radiobiologia. 
 Il Tandem XTU è attualmente il principale strumento di ricerca dei Laboratori di 
Legnaro. E’ in grado di accelerare fasci intensi e ben collimati in energia di ioni di varie 
specie, in particolare dal carbonio allo iodio. 
 Il Tandem XTU è un acceleratore Van de Graaff a due stadi, in cui si producono 
tensioni acceleratrici fino a 16 MV fra gli estremi a massa ed un terminale centrale (a 
tensione positiva). Il terminale è portato ad alta tensione da un sistema di carica 
(Laddetron) costituito da una catena di pezzi metallici alternati a segmenti isolanti di 
nylon: questa catena accumula carica elettrica alla base della macchina per induzione 
elettrostatica e la trasporta al terminale ruotando velocemente, a circa 50 Km/h. Un 
sistema di resistenze di elevato valore garantisce una ripartizione il più uniforme 
possibile della tensione attraverso tutta la struttura acceleratrice (tubi acceleratori ad alto 
gradiente di campo).  
Il terminale, del peso di circa una tonnellata, è sorretto da una struttura isolante 
chiamata “colonna”, fatta tutta di elementi di vetro e metallo incollati insieme; questa è 
posta in posizione orizzontale, ha una lunghezza di circa 25 m ed un diametro di circa 2, 
ed è completamente a sbalzo. E’ tenuta per compressione alle due estremità del 
contenitore, senza nessun appoggio centrale, come se fosse un ponte.  
Speciali sorgenti (duo-plasmatron, sputter) capaci di fornire una grande varietà di 
ioni (dall’idrogeno allo iodio) creano un fascio intenso di ioni negativi “aggiungendo” 
elettroni alla corteccia elettronica degli atomi neutri e, mediante un sistema di iniezione e 
preaccelerazione di fascio a 150 KV, lo iniettano nel tubo acceleratore che corre 
all’interno della colonna. Il livello di vuoto all’interno del tubo è di 10-9 atm.  
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Il campo elettrico accelera gli ioni negativi fino al terminale centrale, dove 
passano attraverso un sistema di stripper solidi (foglietti di carbonio) o gassosi perdendo 
elettroni e diventando elettricamente positivi. Gli ioni positivi così prodotti sono attratti 
dall’estremità finale dell’acceleratore, a tensione più bassa, ed il campo elettrico cui sono 
sottoposti lungo il percorso li accelera ulteriormente.  
All’uscita del Tandem un magnete analizzatore a 90° seleziona l’energia richiesta 
ed un ulteriore magnete deflettore con 14 porte d’uscita (7 a destra, 7 a sinistra) 
distribuisce il fascio lungo varie linee che lo portano agli apparati sperimentali. Nelle 
linee viene mantenuto un altissimo vuoto ed un sistema di lenti elettromagnetiche 
collimano e focalizzano opportunamente il fascio verso le camere di reazione. 
 L’acceleratore opera in regime di fascio pulsato. 
 Il Tandem è racchiuso in un grande contenitore del diametro di 8 m, riempito di 
un opportuno gas isolante (esafluoruro di zolfo) alla pressione di circa 7 atm, che evita 
l’innesco di scariche elettriche fra il terminale ed il contenitore stesso.  
 Si rimanda al materiale presente in letteratura [12] per una descrizione più 




3.2 La linea per radiobiologia 
 
La linea radiobiologica del Tandem consiste principalmente di (figg. 3.1, 3.2):  
- due camere a vuoto (134 mm di diametro, 96 mm di altezza) ciascuna 
contenente un collimatore di fascio in tantalio (1 mm di diametro), un 
foglio d'oro (2,2 mg/cm2) di scattering per l'allargamento e la riduzione 
d'intensità del fascio ed un rivelatore al silicio a barriera superficiale 
(SSB) per il monitoraggio del fascio durante gli esperimenti di 
irraggiamento; 
-  uno “shutter” veloce in tantalio posto nella prima camera per 
intercettare il fascio; 
- un tubo a vuoto (150 cm di lunghezza, 100 mm di diametro) contenente 
tre collimatori di tantalio, terminante con  una finestra (15 mm di 
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diametro, 18.6 mm di spessore) di mylar alluminizzato, per l'estrazione 
in aria del fascio; 
- un contenitore multicampione a controllo remoto che alloggia fino a 
venti contenitori cellulari espressamente progettati (“pozzetti”), posto 
ad 1 cm di distanza dalla finestra di mylar. 
 Nella stessa posizione viene piazzato un contenitore che alloggia un rivelatore 
SSB per l'analisi del profilo del fascio e misure di fluenza ed energia. 
Il fascio di ioni estratto colpisce le cellule passando attraverso un sottilissimo 
foglio di mylar usato come finestra degli speciali portacampioni. Il monitoraggio del 
fascio è effettuato on-line durante l'irraggiamento del campione biologico per mezzo del  
rivelatore SSB posto nel vuoto lungo la linea del fascio nella prima camera di scattering. 
La distanza dal foglio d'oro di diffusione e l'angolo di scattering sono scelti in modo da 
avere count rates significativi, ma non eccessivi, onde evitare danni da radiazione o 
problemi nella risposta. 
 La dosimetria del fascio si effettua prima dell’irraggiamento misurando la 
fluenza di ioni con il monitor SSB posto nella prima camera di scattering, calibrato con 
l’SSB piazzato in aria nella stessa posizione in cui i contenitori biologici sono 
solitamente irraggiati. 
 Con questo rivelatore si è effettuata inoltre la misura della distribuzione spaziale 
del fascio allargato, in aria (il movimento del rivelatore nel piano perpendicolare alla 
direzione del fascio incidente avviene lungo una scala millimetrica), e la spettrometria 
del fascio (utilizzando una sorgente a  mista di Am-Cm-Pu).  
 La fluenza di particelle e l'uniformità spaziale sono state misurate anche per 
mezzo di un rivelatore di traccia nucleare a stato solido CR-39, posto nella stessa 
posizione delle cellule e del rivelatore al silicio in aria. Le lastre di plastica del rivelatore  
di traccia nucleare sono state sviluppate in una soluzione di KOH al 40% . Per l’analisi 
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Fig. 3.2  Il sistema passivo di diffusione e collimazione del fascio sulla linea per radiobiologia del Tandem 
XTU: 1 – vetro, 2 – collimatore per la definizione del fascio, 3 – foglio d’oro di scattering, 4 – scala 
Vernier, 5 – base inferiore della camera, 6 – collimatori di fascio, 7 – foglio di mylar alluminizzato, 8 – 
struttura di collimazione, 9 – struttura di rivelazione del fascio, 10 – rivelatore a semiconduttore (SSBD), 
11 – base superiore della camera .   
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3.3 I  portacampioni  
 
Durante l'irraggiamento il rivelatore SSB e relativo supporto vengono rimossi e 
sostituiti con un supporto per i portacampioni sul quale vengono montati i particolari 
“pozzetti” (cilindri in acciaio inossidabile), progettati appositamente per la specifica 
geometria del sistema di irraggiamento, che contengono le cellule (fig. 3.3) . 
La prima flangia è aperta (13 mm di diametro) e contiene un dischetto di mylar di 
6 mm di spessore, sul quale vengono piastrate le cellule. Il cilindro è inoltre chiuso 
mediante una flangia cieca dalla parte opposta alla finestra di mylar. Opportune 
guarnizioni in teflon garantiscono la tenuta. 
 I pozzetti sono quindi montati sulla “ruota” di supporto e, per mezzo di un 
motore passo-passo, vengono correttamente posizionati, in successione, davanti alla 
finestra d'uscita della linea, con il foglio di mylar in posizione perpendicolare rispetto 
alla direzione d'incidenza del fascio. 
 
 
                                                     
 
Fig. 3.3  Particolari dei pozzetti in acciaio inossidabile: 1 – tappo,  2 – guarnizione,  3 – tubo di 
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3.4 Irraggiamento con radiazione g 
 
 Ai fini della determinazione dell'efficacia biologica relativa (RBE) degli ioni 
carbonio, le tre linee cellulari sono state irraggiate con radiazione g da  60Co. 
L'apparecchiatura usata in questa fase è quella per la telecobaltoterapia 
dell'Istituto Nazionale per lo Studio e la Cura dei Tumori di Milano. 
 Questa è costituita da una sorgente, un involucro protettivo, un otturatore, un 
diaframma e uno stativo: i primi quattro formano la testata che è sospesa in posizione 
tale da avere il fascio centrale perpendicolare al paziente, solitamente disteso sul 
lettino, mentre lo stativo provvede alla collocazione della testata  (vedi fig. 3.4). 
Quest'ultima viene mossa elettricamente dalla strumentazione di comando e di 
controllo che si trova in un locale esterno alla sala dei trattamenti. 
 Le radiazioni utilizzate sono fasci di raggi g emessi spontaneamente durante i 
processi di decadimento nucleare del radioisotopo 60Co (il 60Co decade, con un tempo 
di dimezzamento di 5,2 anni, in 60Ni, stabile, dopo aver emesso, con decadimenti 
sequenziali, radiazione b - da 0,316 MeV e due fotoni da 1,173 e 1,333 MeV 
rispettivamente).  L'intensità di dose utilizzata è pari a  circa 1.5 Gy/minuto e le dosi 
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Negli esperimenti di radiobiologia è di fondamentale importanza ottenere una 
determinazione molto precisa della dose assorbita (incertezza entro il 5%), poiché tutte le 
grandezze in gioco sono derivate da quest’ultima ed è auspicabile che i punti 
sperimentali delle curve di sopravvivenza abbiano incertezze in ascissa trascurabili 
rispetto a quelle in ordinata.  
Di seguito, dopo aver richiamato alcune nozioni fondamentali, viene esposto in 
dettaglio il calcolo della dose e della sua incertezza per gli esperimenti presso il Tandem, 
discutendo la validità e l’accuratezza delle varie approssimazioni operate. Si è cercato di 
usare, ove possibile, le definizioni delle grandezze radiometriche così come formulate 






Si definisce (cfr. § 1.2.1) dose assorbita, D, in un elemento di volume 









essendo ed  il valor medio dell’energia impartita al mezzo nel volume infinitesimo 
considerato. L’energia impartita e in un certo volume di un mezzo irradiato è definita 
come: 
 
(4.2)  QRR outin +-=e  
 
dove Rin rappresenta l’energia radiante incidente nel volume considerato, cioè la somma 
delle energie (escluse quelle di quiete) di tutte le particelle direttamente ed 
indirettamente ionizzanti che entrano nel volume considerato; Rout l’energia radiante 
uscente dallo stesso volume, cioè la somma delle energie (escluse quelle di quiete) di 




tutte le particelle direttamente ed indirettamente ionizzanti che ne escono; e Q la somma 
di tutte le energie liberate, diminuita della somma di tutte le energie spese in ogni 
trasformazione di nuclei e particelle elementari avvenuta in tale volume (in pratica Q 
rappresenta l’energia spesa per aumentare la massa del sistema). 
 Quando nel volume d’interesse il valore atteso del numero di processi elementari 
per unità di massa è dN/dm e per ciascun processo il valore medio dell’energia impartita 





D =  
 
L’energia impartita De in una singola interazione è data da: 
 
(4.4)  QEE outin DeD +-=  
 
dove  Ein è l’energia cinetica della particella ionizzante immediatamente prima 
dell’interazione, Eout è la somma delle energie cinetiche di tutte le particelle ionizzanti 
che appaiono dopo l’interazione, e DQ l’energia spesa per le variazioni di massa a riposo 
prodottesi nell’interazione. 
 Detta m(E) la probabilità d’interazione per unità di percorso per una particella di 
energia E (1/m è il libero cammino medio), dopo aver introdotto la “fluenza 
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- dove d2N(x, E) rappresenta il numero di particelle con energia cinetica compresa tra E 
ed E+dE incidenti su un elemento di volume sferico di sezione massima da^ avente 
centro nel punto x -, è facile vedere che, dalla (4.3), la dose D(x) in un punto x di un 










Fò= xx  




avendo indicato con r la densità del mezzo (nell’ipotesi che il mezzo in esame sia 
omogeneo e che quindi r sia indipendente da x), con <De(E)> il valore atteso 
dell’energia impartita in un’interazione da una particella di energia cinetica E, e con Emax 
il massimo valore di E. Qualora le deposizioni di energia siano dovute 
contemporaneamente a più di un tipo di particelle ionizzanti (sia cariche che neutre), a 
secondo membro della (4.6) comparirà una somma di integrali: 
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4.3 Relazioni generali per la dose assorbita 
 
 Il calcolo della (4.7) richiede a priori la conoscenza del campo di radiazione 
presente nel punto di interesse, delle sezioni d’urto relative a tutte le possibili interazioni 
e delle particelle risultanti da tutti i diversi processi.  
 In pratica, però, il contributo alla dose assorbita dovuto alle interazioni delle 
particelle neutre (fotoni, neutroni) può essere trascurato rispetto a quello delle particelle 
cariche, poiché il numero delle loro interazioni è trascurabile rispetto a quello di queste 
ultime. Ci si può quindi limitare a considerare nella sommatoria a secondo membro della 
(4.7)  soltanto il contributo relativo alle particelle cariche e scrivere: 
 








F xx  
 
dove l’indice j si riferisce ora soltanto ai vari tipi di particelle cariche, Sj è lo stopping 
power per una particella di tipo j, e kj rappresenta la frazione dell’energia cinetica persa 
da una particella di tipo j in una collisione atomica che non riappare come energia 
cinetica di particelle ionizzanti (si tratta cioè di un termine correttivo per tener conto che 
non tutta l’energia ceduta da una particella carica in un certo punto è assorbita in quel 




punto [15]). Tuttavia, in condizioni di rallentamento continuo, assunte d’ora in poi in 
ipotesi, kj = 1. 
 Per quanto concerne gli esperimenti presso il Tandem, le particelle cariche in 
questione sono soltanto di due tipi: nuclei di 12C (primarie) ed elettroni (secondarie). Per 
i nuclei C, Emax è quasi un centinaio di MeV, troppo bassa per provocare una quantità 
significativa di reazioni di frammentazione dei nuclei bersaglio o proiettile con 
conseguente emissione di protoni o stati legati carichi di nucleoni.  
 Le relazioni (4.7), (4.8) sono del tutto generali e valgono indipendentemente dalla 
presenza di eventuali condizioni di equilibrio. Il loro calcolo effettivo, tuttavia, è di 
norma estremamente difficoltoso; esse si semplificano però notevolmente quando si 
realizzano le varie condizioni di equilibrio di radiazione. Si mostrerà ora che gli 




4.4 Equilibrio di raggi d  
 
Rifacendosi alla definizione ICRU, si parla di equilibrio di particelle cariche 
quando il numero, l’energia e la direzione delle particelle cariche si mantengono costanti 
nel volume d’interesse nella determinazione della dose, ossia quando non varia 
attraverso esso la “distribuzione spettrale della radianza delle particelle” cariche, pE, 
definita come il numero di particelle di determinata energia cinetica E che passano in un 
certo istante t in un prefissato punto x dello spazio, propagandosi in una direzione fissata 
W , per unità di superficie perpendicolare alla direzione del loro moto, per unità di tempo, 
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pE =  
 
è appunto lo spettro energetico di p. 
 Può accadere che le condizioni di equilibrio di particelle cariche siano verificate 
soltanto per un particolare tipo di particelle (i raggi d, nella fattispecie). Si parlerà allora 
di equilibrio di raggi d.  
Come conseguenza della definizione di equilibrio, sono uguali nel volume di cui 
trattasi le somme delle energie cinetiche dei raggi d che entrano ed escono da esso. In 
termini formali, se y d rappresenta la “fluenza di energia vettoriale” di raggi d 
nell’elemento infinitesimo di volume, definita in teoria del trasporto della radiazione 
come 
 
(4.11)  )E,,,t(pEddE),t( ,EE OxOOx? O dd òò=     , 
 
si avrà equilibrio di raggi d se 
 




in ogni punto dell’elemento di volume (ciò che equivale, facendo uso del teorema di 
Gauss, alla conservazione del flusso di energia). 
 Quando un mezzo omogeneo è irradiato dall’esterno con particelle cariche 
pesanti aventi un range molto maggiore del range massimo dei raggi d prodotti, è 
evidente, per quanto detto, che si realizzano condizioni di equilibrio dei raggi d a 
profondità maggiori di tale range massimo. 
 Si è perciò valutato, dalle tabelle di Watt [16], il range massimo in acqua degli 
ioni C incidenti e dei raggi d prodotti, una volta calcolata l’energia massima Tmax ceduta 
all’elettrone mediante la (1.8) e fatta l’assunzione  - standard in radiobiologia -  che la 
materia  cellulare sia assimilabile, almeno per questi scopi, all’acqua. 




Per un nucleo 12C incidente di massa M = 11.178 GeV/c2 ed energia cinetica       
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si trova Tmax = 14.6 KeV, cui corrisponde un range medio per l’elettrone rmax  = 5.1 mm . 
Il range per ioni C di quest’energia è invece di circa 240 mm . 
Un confronto tra rmax e gli spessori cellulari delle linee usate (si veda § 2.2) 
indicherebbe, prescindendo dalla presenza dello strato di mylar cui le cellule aderiscono, 
la mancanza delle condizioni per l’equilibrio dei raggi d su tutto il volume cellulare; è 
ragionevole credere, tuttavia, che i raggi d prodotti nel mylar (6 mm) in prossimità del 
monostrato cellulare, penetrando in esso, ripristinino l’equilibrio. 
 Se si considera la distribuzione degli elettroni secondari con energia cinetica T 

















rpd =   
 
-  dove NA è il numero di Avogadro, re il raggio classico dell’elettrone, Z ed A 
rispettivamente il numero atomico ed il numero di massa del mezzo, ed H(T) una 
funzione dipendente dallo spin che vale circa 1 per T<<Tmax  - e si pensa di sostituire, per 
i composti, Z/A ed I con <Z/A> ed <I>, definiti secondo la nota regola di additività di 
Bragg, si vede bene, tenendo presente che la formula chimica del mylar è C5H4O2, che 
tali distribuzioni non differiscono significativamente per il mylar e per l’acqua: per 
elementi leggeri Z/A = ½ ed <I> non è molto diverso per i due composti; infine la 
densità del mylar (1.39 g/cm3 ) è molto vicina a quella dell’acqua. Basterà aggiungere 
che la distribuzione angolare per l’emissione di raggi d (subito “randomizzata” dallo 
scattering multiplo) è direttamente legata a quella energetica mediante la semplice 
relazione 
 








cos =dq  
 
-  in cui qd è l’angolo di emissione rispetto alla direzione della particella incidente  - 
derivante dalla cinematica relativistica a due corpi. 
 In condizioni di equilibrio di raggi d l’eq. (4.8) diventa: 
 
(4.14)  [ ]dE)E(h1)E(S)E,()(D maxE
0 p,E
-= ò rF xx  
 
dove FE,p è la fluenza differenziale di particelle cariche primarie e si è introdotto il 
fattore correttivo ( )[ ]Eh1-  per tener conto della frazione h di energia cinetica da esse 
persa in collisioni atomiche che riappare dopo la collisione sottoforma di raggi X 
caratteristici o come radiazione di frenamento oppure ancora come raggi X prodotti dal 
successivo rallentamento di tutti i raggi d originati. 
 Per definizione stessa di LET (d’ora in poi indicato brevemente con L) si può 
scrivere 
 
(4.15)  [ ])E(h1)E(S)E(L -=  
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Quando la produzione di raggi X e di radiazione di bremsstrahlung è trascurabile, come 
solitamente avviene alle basse energie e nei materiali di basso numero atomico, h può 
essere trascurato nella (4.15) e di fatto 
 
(4.17)  )E(S)E(L =  
 
come già anticipato nel § 1.2.2 . 
 
 




4.5 La fluenza 
 
Per ciò che riguarda gli irraggiamenti in esame, è utile caratterizzare la fluenza 
differenziale degli ioni C, d’ora in poi indicata semplicemente con FE , nella forma: 
 
(4.18)  );E(P)()E,( EE xxx FF =  
 
dove F(x) è la fluenza e EP (E; x) la distribuzione in energia delle particelle nel punto x 
(densità di probabilità che una particella abbia energia compresa tra E ed E+dE), la cui 
forma ed i cui parametri dipendono, in generale, da x, normalizzata all’unità: 
 
(4.19)  xx "=ò 1dE);E(P
maxE
0 E
  . 
 
La fluenza è definita come il numero dN di particelle passanti per unità di 
superficie da^ con la condizione che, per ogni fissata direzione delle particelle, si 









xF      . 
 
Già nel formulare la definizione di fluenza differenziale (4.5), grandezza derivata dalla 
fluenza, si era fatto riferimento ad un elemento sferico di volume infinitesimo, perché 
viene così soddisfatta nel modo più semplice la condizione di avere la sezione 
elementare da  sempre perpendicolare alla direzione d’incidenza delle particelle. Se si 
assume per convenienza che essa sia circolare con centro in x e la si ruota nello spazio in 
modo da mantenerla perpendicolare a tutte le possibili direzioni, si ottiene appunto una 
sfera di sezione massima da centrata in x. 
 A causa della sua definizione, le misure di fluenza possono risultare di delicata 
effettuazione in molte situazioni pratiche. Quando le particelle hanno tutte la stessa 
direzione, la misura non presenta alcuna difficoltà, poiché è sufficiente allo scopo 
contare quante di esse attraversano una superficie perpendicolare a tale direzione. 
Diversamente, in linea di principio, sarebbe necessario predisporre la misura in modo 




che al rivelatore giungano particelle  dirette tutte nella stessa direzione, e di volta in volta 
in tutte le direzioni. 
 Il conteggio delle particelle senza distinguere la loro direzione, dunque, non 
consente di determinare il valore della fluenza, tuttalpiù di una grandezza che potrebbe 
essere chiamata “densità superficiale di particelle”, J, e definita come il numero di 








x =      . 
 
Si noti che J(x) = F(x) solo in condizioni di fascio monodirezionale e perpendicolare alla 
superficie d’impatto; sono queste le condizioni che si sono implicitamente assunte nel 
parlare della fluenza nel § 1.2.3 .  
 Se q è l’angolo compreso tra la direzione della particella incidente e la normale 
alla superficie nel punto d’impatto, distribuito secondo la densità di probabilità locale 
P(q; x), normalizzata ad 1 secondo la condizione 
 





  , 
 
la misura da di un elemento infinitesimo di tale superficie è legata a da^ attraverso la 
semplice relazione  
 
(4.23)  dacosda q=^  . 
 













x   . 
 
 Di fatto, negli esperimenti presso il Tandem, è stata misurata la densità 
superficiale di particelle piuttosto che la loro fluenza: la misura riguardava la zona 
centrale del campione irraggiato, sostituito nella circostanza da un rivelatore SSBD posto 




nella stessa posizione e parzialmente schermato da un collimatore del diametro di 1 mm. 
In pratica, se non si considerano gli strati di mylar e d’aria all’esterno del tubo a vuoto, si 
conclude, da semplici considerazioni geometriche, che le deviazioni angolari delle 
traiettorie delle particelle dall’asse del fascio sono trascurabili su tutta la superficie del 
campione; con riferimento alla fig. 3.2, se l è la distanza del secondo foglio d’oro di 
scattering dalla finestra del tubo a vuoto (l = 156.7 cm) e d il diametro di quest’ultima (d 
= 15 mm), il massimo angolo d’uscita consentito sarà sicuramente minore di 
 
(4.25)  °== 57.0
l
d
arctgJ      
 
il cui coseno differisce da 1 meno di 5.10-5 .  
 La presenza dei fogli di mylar e dell’aria, tuttavia, potrebbe essere importante 
nella deflessione angolare delle traiettorie a causa dello scattering coulombiano multiplo. 
Per valutare quest’effetto è stata effettuata una simulazione Monte Carlo mediante il 
programma TRIM 95 di J. F. Ziegler, in cui si è seguito il passaggio di  105 nuclei C di 
energia superiore a 60 MeV attraverso quattro strati adiacenti, nell’ordine, di mylar 
alluminizzato (un “sandwich” di 18.6 mm di spessore totale composto da due strati 
laterali di alluminio spessi ciascuno 4.3 mm ed uno centrale di mylar da 10 mm), aria      
(1 cm), mylar (6 mm), tessuto (10 mm di materiale tessuto-equivalente, composto da C, 
H, N, O nel rapporto di 1:10.1:0.25:4.56 per una densità di 1 g/cm3) . Per angolo 
d’incidenza nullo sul primo strato, la radice del valore quadratico medio dell’angolo 
d’uscita dall’ultimo è risultata minore di J , e quindi trascurabile per il livello di 
precisione sulla fluenza richiesto da esperimenti di questo tipo. 
 Si può concludere che il fascio è monodirezionale su tutto il volume cellulare e 
porre nella (4.24) 
 
(4.26)  ( ) xx "= qdq );(P    , 
 
(dove d è la funzione delta di Dirac), ottenendo 
 
(4.27)  )(J)( xx =F    . 
 




Poiché, da quanto detto, è trascurabile la divergenza del fascio sul bersaglio, 
risulta pure che 
 
(4.28)  ),r(J)0,,r(J)z,,r(J)(J jjj ===x   , 
 
che esprime l’indipendenza della fluenza dalla profondità nel volume cellulare. 
 Prendendo spunto dal lavoro di Montenegro et al. [17], si arriva ad una semplice 
espressione analitica per J(r,j) sulla base delle considerazioni che seguono. 
 La presenza dei collimatori da 1 mm di diametro davanti ai fogli d’oro di 
scattering assicura che le traiettorie delle particelle incidenti su ciascuno di essi siano con 
buona approssimazione parallele all’asse del fascio; sotto quest’ipotesi, la distribuzione 
in angolo solido Pm.s. delle traiettorie d’uscita da ciascuno di essi, dovuta al multiple 
scattering, è approssimativamente gaussiana per piccoli angoli polari (minori di 10° ) [2]: 
 






















jq   , 
 
dove qAu , jAu sono gli angoli polare ed azimutale rispettivamente e le parentesi angolari 
indicano il valor medio. 
 La distribuzione in posizione Ppos., su di un piano perpendicolare all’asse del 
fascio ed in prossimità di quest’ultimo, delle particelle diffuse dal secondo foglio d’oro, 
sarà pure una gaussiana, che nella presente configurazione sperimentale conviene 
scrivere come: 
 
































=      
 
dove D è il diametro della finestra del pozzetto e L è la deviazione standard, avendo 
normalizzato ad 1 sulla superficie S della finestra all’interfaccia mylar - monostrato 
cellulare  ed assunto un sistema di coordinate cilindriche ( )z,,r jºx  con origine nel 
centro di S: 














dove dS = r dr dj .  
Quest’ipotesi sulla forma di Ppos. è perfettamente plausibile per fasci di diametro 
infinitesimo prima della diffusione e deriva dalla forma di Pm.s.(almeno per fasci non 
troppo diffusi); tuttavia, per casi reali, ci si aspetta che essa sia  ugualmente accettabile 
quando le dimensioni del bersaglio siano molto maggiori di quelle del fascio prima dello 
scattering e molto minori della distanza tra il punto di scattering ed il bersaglio stesso. La 
configurazione sperimentale in esame risponde proprio a questi requisiti, essendo il 
diametro del collimatore davanti al foglio di scattering pari ad 1 mm, D = 13 mm, e la 
distanza L tra il diffusore e la finestra del pozzetto pari a 157.7 cm ( L è data dalla 
somma tra l e la distanza del pozzetto dalla finestra d’uscita del fascio, che è di 1 cm). 
 Se N è il numero totale di particelle che incidono sulla superficie S, con la 
normalizzazione adottata la densità di tracce attraverso S è data da: 
 
( ) ( )jj ,rPN,rJ .pos=     , 
 
che si può riscrivere come 
 
(4.32)  ( ) ( )rPNrJ .pos=  
 
per via della simmetria rispetto a j .  
 Detto J0  il valore della densità di particelle al centro di S, risulta 
immediatamente: 
 




























e si può riscrivere esplicitamente la (4.32) parametrizzando J nella forma: 
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4.6 Uniformità del fascio sul campione 
 
E’ semplice mettere in relazione la deviazione standard L della distribuzione del 
numero di particelle per unità di superficie con l’angolo quadratico medio di scattering 
<q2> secondo la funzione di distribuzione Pm.s.(W )  . 
 Posto 2rms qq º  , per q = qrms il valore della distribuzione angolare Pm.s. si 
riduce ad una frazione 1/e del suo valore massimo a q = 0 . In corrispondenza, dall’eq. 
(4.34), la fluenza sulla superficie S si riduce di 1/e rispetto a J0 per  
 
(4.35)  e1r2r º= L   .  
 





tg e1rms =q  
da cui 
 
(4.37)  rmse1 Lr q»  
 
usando l’approssimazione rmsrmstg qq »  (in radianti) per angoli piccoli, quale risulterà 
essere qrms . Converrà, per il seguito, riscrivere la (4.34) in termini di r1/e : 
 













expJrJ     . 




Per stimare r1/e bisogna valutare l’effetto dello scattering multiplo sul secondo 
foglio d’oro. Ciò sarà fatto usando la teoria di Meyer [18] per il plural e multiple 
scattering di particelle cariche pesanti di bassa energia nei solidi, particolarmente adatta 
al caso in questione, in cui la diffusione coulombiana è propriamente un plural scattering.  
Tale teoria è valida per valori maggiori di 1 del parametro a di Born 
( )( )ba 137zZ=  che interviene nella derivazione della sezione d’urto di scattering per il 
potenziale coulombiano; ciò si traduce nella condizione 
 
[ ] p22 AZz25keVE <  
 
per l’energia di particelle incidenti con numero di massa Ap . Meyer fornisce la seguente 
relazione per l’angolo q1/2 in corrispondenza del quale l’intensità diffusa vale la metà del 
suo massimo: 
 







q +×= -  
in cui : 
 [E] = MeV ; 






=t  , dove t è lo spessore del diffusore in g/cm2 ;  
g(t) è una funzione tabulata in [18] per 20£t  (nella (4.39) si è trascurato un termine 
correttivo additivo generalmente molto piccolo e si è indicata con g la funzione che in 
[18] viene chiamata g1). 
Per un foglio d’oro da 2.2 mg/cm2 si trova uno “spessore ridotto” t = 21.32 , in 
corrispondenza del quale si può estrapolare dalla tabella di Meyer ( l’andamento di g(t) è 
lineare in quell’intorno) g(21.32) = 3.45  . Per ioni incidenti sul primo foglio d’oro con  
energie di 95 e 70 MeV, da una simulazione Monte Carlo con TRIM 95 (v. § 4.7 per 
dettagli) è risultato che essi giungono sul secondo foglio con energie di 93.4 e 68.1 MeV 
rispettivamente. Con queste energie, per  Z = 79, A = 196.967 , si trova: 
 
(4.40)  rad1002.5 395;21
-×»q  
rad1088.6 370;21
-×»q   




E’ immediato verificare che nella distribuzione gaussiana Pm.s.(q) gli angoli q1/2 e 








q »=   . 
 
Risulta, dalle (4.40), (4.37), 
 
(4.42)  mm5.9r 95;e1 »  
mm13r 70;e1 »      . 
 
Questi valori sono in ottimo accordo con quelli ricavati da un’analisi dei 
rivelatori di traccia nucleare a stato solido CR-39 (cfr. § 3.2). Sono state contate al 
microscopio le tracce lasciate dagli ioni C  su campi di circa 9100 mm2 lungo diversi 
diametri dell’ombra del fascio; sui risultati    Nt (x,y) dei conteggi  - in funzione delle 
coordinate cartesiane di riferimento (x,y) con origine nel centro geometrico dell’ombra 
del fascio  –, cui  è associato un errore poissoniano, è stato fatto un fit a quattro parametri 
(Nt,0 ,  xc ,  yc , S) con il metodo dei minimi quadrati secondo la generica gaussiana in due 
variabili 
 




















      . 
 
Si sono introdotti i parametri xc , yc per tener conto di un’eventuale spostamento 
dell’asse del fascio dal centro dello spot. 
 In fig. 4.1 è riportato il profilo del fascio lungo due assi ortogonali sulla 
superficie di un CR-39 irraggiato con ioni C con energia iniziale di 95 MeV. 
 
 

















Fig. 4.1  Profilo  del fascio da 95 MeV lungo due assi ortogonali sulla superficie del campione irraggiato 
dopo l’attraversamento di vari strati di diversi materiali lungo la linea. 
 
 
 Si può a questo punto quantificare l’incertezza sull’uniformità del fascio sulla 
superficie S in termini delle caratteristiche del diffusore e della geometria dell’apparato 
d’irraggiamento mediante la  grandezza ef (già proposta per scopi analoghi da 
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)0(PP .pos
max
.pos =  
( )2DPP .posmin.pos =      . 
 
Risulta: 
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che per effetto delle eqq. (4.35), (4.36), (4.41), (4.39) si può esplicitare in funzione delle 
grandezze che intervengono nello scattering sull’oro: 
 
























e          . 
 
La (4.44) risulta comoda quando si sia ricavato L dal fit della distribuzione della densità 
superficiale di tracce, mentre la (4.45) è utile per il calcolo teorico. 
 La determinazione sperimentale e quella teorica di ef  risultano, in questo caso, in 
perfetto accordo e forniscono i seguenti risultati: 
 
%23f »e  per il fascio con energia iniziale di 95 MeV; 




4.7 Determinazione del LET 
 
La distribuzione in energia PE(E; x) degli ioni nel punto x del campione che 
compare nell'eq. (4.18) si può esprimere come prodotto di convoluzione delle funzioni di 
distribuzione Pspettr.(E') e Pstragg.(D; E', z), che rappresentano rispettivamente lo spettro in 
energia degli ioni subito prima di penetrare la finestra di mylar del pozzetto e la densità 
di probabilità di aver perso la quantità di energia D alla profondità z per particelle con 
energia iniziale E' (straggling in energia): 
 
(4.46) ( ) ( ) ( )ò ¢¢-¢¢=
maxE
0 .stragg.spettrE
Edz,E;EEPEP;EP x   . 
 
Si è adottata la consueta normalizzazione unitaria per Pspettr. e Pstragg. : 














dove resta implicito che 
 
( ) max.spettr EEper0EP >¢º¢  
( ) Eper0z,E;P .stragg ¢>º¢ DD    
 
e che lo straggling in energia all'interno del campione dipende esclusivamente, per 
quanto detto nel § 4.5, dalla coordinata z. 
Per effetto delle eqq. (4.27), (4.28), (4.46) si può ora riscrivere la (4.18) per la 
fluenza differenziale come : 
 
(4.47)   )z;E(P)r(J)E,( EE =xF   
 
- dove J(r) è data dalla (4.38) -  che inserita nella (4.16) dà: 
 
(4.48)  
( ) ( ) dEz;EP)E(LrJ)(D maxE
0 Eò= rx  
 
Lo spettro energetico Pspettr. , ottenuto mediante un rivelatore SSBD posto nella 
stessa posizione del campione biologico, risultava di forma gaussiana e molto stretto sia 
per gli ioni con energia iniziale di 95 MeV che per quelli da 70. In corrispondenza del 
valore di picco dello spettro è stata determinata, mediante simulazione Monte Carlo con 
TRIM 95, l'energia in uscita dallo strato di mylar di 6 mm , quindi il relativo valore di 
LET all'ingresso della cellula, Lc (per il calcolo si è utilizzato il materiale tessuto-
equivalente descritto nel § 4.5) . I risultati sono riportati nella tabella seguente. 
 
 









    Energia ad 
ingresso cellula 
       (MeV) 
    LET Lc ad 
ingresso cellula 
      (keV/mm) 
70 55.1 52.4 303.3 
95 83.1 81.1 222.0 
 
Tab. 4.1  I valori più significativi dell’energia ed i LET negli esperimenti di irraggiamento. 
 
 
Ai valori di LET così trovati è stata associata un’incertezza DLc/Lc pari a 1.5% , 
dal confronto con i corrispondenti valori interpolati da tabelle di vari autori (Watt [16], 
Sihver e Kanai [22], Heinrich et al. [23], Ziegler et al. [24]). 
Il software TRIM 95 calcola le distribuzioni delle perdite di energia ed il LET di 
particelle cariche in una vasta gamma di materiali (anche composti) e per un ampio range 



































- dove si è usato lo stesso formalismo del § 4.4 e d, C rappresentano rispettivamente la 
correzione di densità e la correzione di shell - 























w =  , 
 in cui 
ai = numero di atomi dell’elemento i-esimo nella molecola, 
Ai = peso atomico dell’elemento i-esimo, 
å= i iim AaA    - 




più varie correzioni, tra cui la più importante è quella per la carica effettiva a basse 
velocità (per alcuni composti sono disponibili anche correzioni di legame).  
 Dalle simulazioni con TRIM 95 è anche emerso che le variazioni relative di L(E) 
rispetto ad Lc per effetto della perdita di energia media dopo uno strato di 3 mm di 
materiale tessuto-equivalente,  della larghezza di Pspettr.(E) e dello straggling energetico 
fino, eventualmente, ad una profondità di 3 mm nella cellula dopo l’attraversamento del 
foglio di mylar, sono contenute entro lo 0.5% per gli ioni con energia iniziale di 95 MeV 




4.8 Calcolo della dose 
 
Nella misura in cui gli effetti appena citati siano trascurabili o comunque 
compresi in DLc , si può porre, nella (4.48),  
 
cL)E(L º  
 
su tutto il volume cellulare e portare Lc fuori dal segno d’integrale, ottenendo: 
 
(4.49)  ( ) ( ) dEz;EPrJL)(D maxE
0 E
c ò» rx  
 
in cui l’integrale vale 1 per la condizione di normalizzazione (4.19). 
In definitiva, 
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Nel seguito si farà riferimento a D(r)  nella forma 
 






















expDrD     , 
 
in cui D0 è la dose assorbita al centro del campione: 
 




=º   , 
 
dove si è introdotto il fattore adimensionale k per tenere conto delle unità di misura usate 
per le grandezze in questione: in questo lavoro [D0] = Gy , [J0] = mm-2 , [Lc] = keV/mm ,  
[r] = g/cm3 e k = 0.1602  . 
 A causa della non trascurabile disuniformità nella distribuzione della dose, si è 
convenuto di riferire tutti i risultati sperimentali e le loro successive elaborazioni al valor 
medio D  della dose sulla superficie S del campione irraggiato (si veda comunque il        
§ 5.4 per un’analisi rigorosa del problema): 
 
















dove r0 = D/2 = 6.5 mm è il raggio della finestra del pozzetto. 













































DD   . 
 
Si trova, usando i valori di r1/e nelle (4.42) 
 























4.9 Misura della dose 
  
La determinazione sperimentale della dose D0 passa attraverso la misura della 
corrispondente fluenza J0 , noto il LET. Sperimentalmente si misura la quantità  
 









dove a, A sono rispettivamente il raggio (0.5 mm) e l’area (0.785 mm2) della sezione 
trasversale del collimatore cilindrico posto davanti al rivelatore in aria posizionato come 
il campione biologico (cfr. § 3.2) ed  h è l’efficienza del sistema di rivelazione. F0 non è 
altro che il valor medio della fluenza sull’area A nella zona centrale del campione (cfr. 
eq. (4.53)), corretto per l’efficienza del sistema di rivelazione.  











































JF h  
 
avendo usato l’espressione (4.40) per J(r) e sostituito A con pa2 . 
 Appurato che per ioni C di quest’energia e per correnti dell’ordine del pA sul 
rivelatore, l’efficienza intrinseca del SSBD e l’efficienza dell’elettronica di elaborazione, 
trasmissione ed acquisizione del segnale sono praticamente del 100% (sono assenti 
problemi di tempo morto o pile up), si pone h = 1 nella (4.57) ed inserendo i valori di r1/e 
ed a si trova che F0 e J0 sono di fatto indistinguibili. Si noti che inserendo la (4.33) nella 




(4.57) si può determinare il numero totale N di ioni che incidono sul campione biologico 
durante l’irraggiamento. 
A titolo d’esempio degli ordini di grandezza in questione, per D0 = 1 Gy, si 
misura F0 » 2.8 ×10-2 mm-2 per ioni con Lc = 222 keV/mm e F0 » 2.1×10-2 mm-2 per ioni con 
Lc = 303.3 keV/mm . 
E’ opportuno precisare che non è possibile misurare direttamente F0 durante 
l’irraggiamento delle cellule, in quanto la presenza del rivelatore esclude, ovviamente, 
quella del campione biologico o comunque la possibilità stessa di irradiarlo. Si procede 
allora come segue. 
Come già accennato, prima di cominciare un esperimento di irraggiamento si 
determina la relazione tra i rates di conteggi del rivelatore nella prima camera di 
scattering e quello in aria; ciò consente, durante l’irraggiamento del campione, di 
monitorare il fascio mediante il rivelatore nella camera di scattering, posto ad un angolo 
di 31° rispetto all’asse della linea. Per fornire al campione la dose desiderata è sufficiente 
impostare su uno scaler collegato al rivelatore nella camera di scattering il numero totale 
di conteggi corrispondente alla fluenza per quella dose sul rivelatore in aria, e quindi sul 
campione. Lo scaler controlla una valvola pneumatica veloce collegata ad un otturatore 
al tantalio, in modo tale che, una volta esauriti i conteggi impostati, il flusso del fascio 
venga interrotto. Questo sistema permette di ottenere una riproducibilità della dose 
superiore al 99% . 
Operativamente, fissato un conteggio statisticamente significativo Nq sullo scaler 
del monitor nella prima camera di scattering (Nq = 104 particelle, ad es.), si effettuano                
n = 10 ¸15 misure del numero N0 di particelle rivelate nel contempo dal monitor in aria 
(si ricorda che davanti ai due monitor sono montati identici collimatori). Si determina 
così il numero medio q di particelle sul monitor in aria per particella sul monitor nella 
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In termini del numero di conteggi Ns sul monitor nella camera di scattering 
corrispondenti ad una fluenza F0 sul monitor in aria, F0 si scrive: 
 







qF s0 =    , 
 








=    
 
 che consente di determinare il numero di conteggi Ns da impostare sullo scaler per 
ottenere una certa dose D0 sul campione: 
 






=   . 
 
Come errore DN0 su <N0> si considera l’errore standard della media nell’ipotesi 




















=     , 
 
che è dell’ordine dello 0.5% . 
Si noti, a tal proposito, che la grandezza q è indipendente, in linea di principio, 
dal flusso di particelle nel fascio e rimane perciò stabile nonostante le inevitabili 
fluttuazioni di corrente che si verificano nell’acceleratore tra un irraggiamento e l’altro o 
addirittura durante la singola esposizione. 
 Infatti, detti PAu(W ) la distribuzione in angolo solido degli ioni dopo lo scattering 
sul primo diffusore d’oro ed I il numero di particelle incidenti per unità di tempo, il count 
rate Iq sul rivelatore nella camera di scattering è dato da: 
 
(4.63)  ( )ò ¢= O OO dPII Auq   
 




dove O¢  è l’angolo solido che entra nell’accettanza del collimatore; mentre il count rate 
I0 sul rivelatore in aria si può esprimere come: 
 
(4.64)  ( ) ( )òò ¢¢¢¢¢= OO OOOO dPdPII AuAu0   
 
dove OO ¢¢¢¢¢ , sono gli angoli solidi entro cui il fascio “vede” rispettivamente il 
collimatore del secondo foglio d’oro e quello del rivelatore in aria, nell’ipotesi che la 
divergenza angolare della porzione di fascio entro O ¢¢  sia così modesta da poter essere 
trascurata, in modo da avere identiche condizioni di incidenza sui fogli d’oro e quindi 
identiche distribuzioni in uscita. Nq e N0 sono legati ai rates dalle ovvie relazioni: 
 



































dove t è il tempo, t0 e t rispettivamente l’istante iniziale e la durata della misura di 
conteggio. Segue che: 
 
(4.67)  
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indipendente da I . 
Per inciso, si può stimare Iq mediante la seguente relazione esplicita in termini 
della sezione d’urto differenziale di Rutherford, ds/dW, del numero di nuclei d’oro per 
unità di volume, nAu, e dello spessore dx del diffusore: 
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=   
 
dove p è l’impulso delle particelle incidenti e MAu la massa atomica dell’oro. Ciò si 
giustifica con il fatto che le grosse deflessioni angolari sono generalmente dovute ad un 
singolo evento di scattering coulombiano a grande angolo nel materiale, piuttosto che 
all’effetto cumulativo di molti scatterings a piccoli angoli. Considerato che l’angolo 
solido W ¢ è estremamente piccolo ( 2RA»¢W , con R>>a , dove R è la distanza tra il 
















O    . 
 
Analoghe semplificazioni si possono usare nella stima degli integrali nelle (4.64), (4.67), 
in cui  stavolta, per piccoli angoli di diffusione, si può approssimare PAu(W ) con Pm.s.(W ), 




4.10  Incertezza nella determinazione sperimentale della dose 
 
Riferendosi all’eq. (4.60) per la determinazione sperimentale della dose D0 
assorbita al centro del campione e trascurando in essa le incertezze sulla densità r e 






















































   (cfr. § 4.7) ; 












  (deviazione standard poissoniana su Ns ) . 









nel senso che la massima incertezza su D0 si verifica a bassissime dosi (inferiori ad         
1 Gy), cioè per valori di Ns relativamente bassi, per poi decrescere all’aumentare della 
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5.1  Preparazione e trattamento dei campioni biologici 
  
Prima di essere impiegate negli esperimenti, le cellule sono conservate, congelate 
in azoto liquido, nei criocongelatori; circa una settimana prima dell’irraggiamento esse 
vengono scongelate e propagate per disporne nelle quantità adeguate al momento 
dell’esperimento. 
Si sono utilizzati, nel corso di cinque diversi esperimenti presso i LNL di 
Legnaro,  fasci di ioni carbonio con energie di  52.4 e 81.1 MeV sul campione, cui 
corrispondono LET di 303.3 e 222.0 KeV/mm rispettivamente .  
Nel seguito, riferendosi alla dose, si intenderà, in realtà, la dose media sulla 
superficie del campione biologico (cfr. § 4.8), definita dalle eqq. (4.53), (4.54), e la si 
indicherà semplicemente, per comodità di notazione, con D anziché D . 
L’esposizione alla radiazione avveniva in un range di dosi compreso tra 0 e circa 
3.5 Gy ad un rate variabile tra 1 e 3 Gy/min . 
Circa tre giorni prima dell’irraggiamento le cellule, in crescita esponenziale, 
vengono piastrate (in numero di circa  40000 cellule/pozzetto per le SCC-25, 50000 per 
le AG1522 e 80000 per le GBM) nei pozzetti di acciaio con fondo di mylar descritti nel § 
3.3. I pozzetti vengono quindi posti in incubatore a 37°C, 5% CO2 e 95% di umidità. 
Tale periodo di tempo è necessario affinché la popolazione cellulare aderisca 
perfettamente al fondo di mylar in modo da offrire il minimo spessore possibile al fascio 
incidente, ed inoltre permette che al momento dell'irraggiamento le cellule SCC-25 e 
GBM siano in crescita esponenziale e che le AG1522 siano confluenti. 
 Prima dell’irraggiamento i pozzetti vengono completamente riempiti con terreno 
di coltura e ben chiusi, e poi posizionati nell’apposito portacampioni in modo tale che 
l’asse del fascio incidente sia perpendicolare alla finestra di mylar . L’esposizione alla 
radiazione avviene a temperatura ambiente. I campioni di controllo (si veda § 2.3) 
subiscono lo stesso trattamento dei campioni irraggiati, salvo l'esposizione alla 
radiazione. 
Immediatamente dopo l'irraggiamento le cellule vengono staccate dal fondo di 
mylar del pozzetto mediante l’azione di un enzima, tripsina, e risospese con terreno di 
coltura; la densità cellulare di tale sospensione viene determinata mediante conteggio con 
una camera di Burker. Le cellule vengono piastrate nelle flasks T-25 di polistirolo 
cristallo in numero adeguato, per le varie dosi e per i due diversi valori di LET . Il 
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numero di cellule piastrate in ogni flask (detto “inoculo”) viene determinato sulla base di 
considerazioni relative sia all’efficienza di piastramento in condizioni normali di 
crescita, sia ai valori di sopravvivenza aspettati per una certa dose. 
 Per ogni punto di dose relativo a ciascun LET vengono piastrate 6 flasks  e poste 
in incubatore nelle condizioni ottimali di crescita per un periodo di tempo variabile a 
seconda della linea cellulare necessario affinché le cellule sopravvissute generino colonie 
visibili macroscopicamente. Trascorso il periodo di incubazione, 5 flasks vengono fissate 
con alcool metilico e colorate con una soluzione al 10% di Giemsa. 
 Una flask per ogni dose (e per ciascun LET) viene tripsinizzata, e le cellule 
risospese vengono diluite, contate e ripiastrate in 5 nuove flasks, le quali vengono 
nuovamente incubate per un ulteriore periodo di tempo necessario per la valutazione 
della mortalità riproduttiva ritardata.   Per lo studio di tale effetto viene utilizzata l’intera 
progenie cellulare di una flask, cioè tutte le colonie sopravvissute sia di dimensioni che 
di morfologie diverse, al fine di ottenere un “modello biologico in vitro” più simile alla 
situazione in vivo che si ha in radioterapia. 
  Nell’esposizione alla radiazione gamma da una sorgente di 60Co, le cellule sono 
state piastrate in flasks T-25 con 12.5 ml di terreno a tempi diversi dall’irraggiamento 
(48 ore per AG1522 e GBM, 72 ore per SCC-25). Gli inoculi variavano da 40000 a 
200000 cellule per flask a seconda della linea cellulare.  L’intensità di dose era pari a 1.5 
Gy/minuto. Dopo l'irraggiamento si è seguito lo stesso protocollo sperimentale usato nel 
caso degli ioni di carbonio. 
  
  
5.2 Analisi dei dati 
 
Dopo un periodo di incubazione le colonie sopravvissute vengono fissate con 
alcool metilico e colorate con una soluzione al 10% di Giemsa. Per ogni punto di dose 
vengono contate le colonie di ciascuna delle 5 flasks. I valori così ottenuti  - ognuno dei 
quali, ai fini del calcolo degli errori, si assume sia distribuito secondo la statistica di 
Poisson -  sono quindi mediati sul numero di flasks lette per ottenere un numero medio 
Ns di colonie di cellule sopravvissute in corrispondenza di ciascuna dose. Il rapporto tra 
Ns(D) ed il corrispondente numero medio Np(D) di cellule piastrate inizialmente in 
ciascuna flask (l’inoculo), fornisce l’efficienza di piastramento EP alla dose D: 








s=   . 
 
La sopravvivenza sperimentale si esprime come l’efficienza di piastramento a dose D 
normalizzata (per escludere la componente “intrinseca” della mortalità cellulare, 
indipendente dall’azione della radiazione) all’efficienza di piastramento del controllo, in 





)D(S =   . 
 
 Tuttavia, allo scopo di evitare che errori casuali o sistematici sul valore 
dell’efficienza di piastramento del controllo, EP0 ( )0(EPEP0 º ), si propagassero su 
tutta la curva di sopravvivenza, si è deciso di procedere come segue. 
 Le efficienze di piastramento sperimentali ad ogni valore di dose, compreso il 
controllo, sono state interpolate secondo la relazione 
 
(5.1)      )DDexp(EP)D(EP 2EPEP0 ba --×=  , 
 
che non è altro che l’eq. (1.9) riscritta in termini di efficienza di piastramento con 
parametri EP0, aEP, bEP . Qualora risultasse b<0, che non ha alcun significato fisico nel 
modello lineare-quadratico, si impone b=0 nella (5.1) e si rifà il fit. Il fit viene effettuato 
dal calcolatore mediante il programma MicroCal Origin ver. 5.0, che utilizza il metodo 
dei minimi quadrati; la funzione minimizzata (usando l’algoritmo di Levenberg-





















ba  , 
 
dove n è il numero dei punti sperimentali; EPs,i è l’efficienza di piastramento 
sperimentale misurata alla dose Di (D0=0); EPt,i è il corrispondente valore calcolato 
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secondo la (5.1); sEP,i è l’errore associato ad EPs,i . Si trascurano gli errori sulle dosi (si 
veda § 4.10). Si è convenuto che  
 
(5.2)  ( )i,stati,si,EP ,EP%10max ss º   , 
 
dove sstat,i è l’errore statistico su EPs,i , ritenendo, in base a considerazioni di carattere 
biologico (incertezza difficilmente quantificabile sul numero di cellule piastrate 
inizialmente nel campione e variabilità nel trattamento post-irraggiamento), che un errore 
relativo su EPs,i inferiore al 10% sia comunque sottostimato. Il fit permette di 
determinare i valori dei tre parametri che meglio si adattano ai dati sperimentali (nel 
seguito interesserà soltanto il valore EP0,ex del parametro EP0). 
 Il valore EP0,ex dell’efficienza di piastramento del controllo estrapolata dalla 
















I valori così ottenuti alle varie dosi sono stati mediati sul numero di esperimenti 











in cui )D(S  è la sopravvivenza media a dose D, N è il numero degli esperimenti sulla 
linea e per il LET in esame, Sj(D)è la sopravvivenza a dose D risultante dal j-esimo 
esperimento, espressa dalla (5.3). Dalla definizione (5.3) ed in analogia con la (5.2), 
l’errore 
)D(S
s  su )D(S  è stato valutato come segue: 
 

















s  è l’errore statistico su )D(S , inteso come la deviazione standard della 
media: 










s       . 
 
 A questo punto si effettua un fit della curva di sopravvivenza media 
“sperimentale” ottenuta, secondo la funzione 
 
(5.6)  
2DDe)D(f ba --=   , 
 
allo scopo di determinare i valori ba ˆ,ˆ dei parametri (e relative varianze e covarianza) 
che meglio adattano la (5.6) ai punti sperimentali (se dovesse risultare bˆ <0 si impone il 
vincolo bˆ =0 e si ricalcola aˆ ).  Il software ed il metodo di fit utilizzati sono gli stessi già 
illustrati nel caso dell’efficienza di piastramento. 





 5.3 Dettagli sul fit 
  
Si consideri un insieme di n punti sperimentali (xi, yi) e sia si l’errore su yi          
(i = 1, 2, …, n); sia F(x ; p1, p2, …, pm) la funzione impiegata per il fit, con p1, p2, …, pm  
(m<n) parametri da determinarsi. Secondo il metodo dei minimi quadrati, i valori 






















- dove p = (p1, …, pm) è il vettore dei parametri -, ovvero quelli che risolvono il sistema 
di equazioni  










            (j = 1, …, m)  . 
 
A seconda dell’espressione di F(x; p), il sistema (5.8) può avere o meno soluzione 
analitica; in generale, per minimizzare s, sono necessari metodi numerici che richiedono 
l’uso di un computer. L’algoritmo di Levenberg-Marquardt, di cui si serve la routine di 
fit del programma MicroCal Origin, ne è un esempio. 
 Bisogna però precisare che, eccezion fatta per le funzioni di fit predefinite nel 
programma, quest’ultimo usa l’algoritmo di Levenberg-Marquardt anche nei casi in cui il 
sistema (5.8) ammette soluzione analitica, fornendo risultati approssimati – per quanto il 
livello di approssimazione possa essere buono e comunque modificabile a piacere 
dall’utente – quando invece potrebbero essere esatti. Anche le operazioni di derivazione 
e di inversione di matrice necessarie per il calcolo della matrice di varianza-covarianza 
sono effettuate con tecniche numeriche e le varianze e covarianze risultano 
inevitabilmente approssimate. Non che questo sia un limite, almeno per i livelli di 
precisione richiesti per l’analisi dei dati in questo studio, ma, ad onor del vero, bisogna 
aggiungere che, per le funzioni definite nelle (5.1), (5.6), è possibile trovare le 
espressioni analitiche dei parametri in termini di xi, yi, si .  







jj )x(fp);x(F p    
   
- dove le fj sono m funzioni linearmente indipendenti della variabile x -  allora il sistema 
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il vettore colonna ad m componenti, pˆ  , soluzione del sistema (5.10), è dato da: 
 
(5.13)  gp Vˆ =  
 
essendo V la matrice di varianza-covarianza e g = (g1, …, gm). 
 Si considerino ora le seguenti funzioni (cfr. eqq. (5.6), (5.1) rispettivamente): 
 
(5.14)  ( ) ( )2* xxexp,;xf baba --=  
(5.15)  ( ) ( )2** xxexpc,,c;xf baba --×=          (c>0) . 
 
Esse non sono lineari nei parametri e le precedenti  considerazioni  non  sono applicabili; 
tuttavia queste funzioni  possono essere linearizzate prendendone il logaritmo di 
entrambi i membri, ottenendo: 
 
(5.16)  2* xxfln ba --=  
(5.17)  2** xxclnfln ba --=      . 
 
Se si definiscono: 
 
(5.18)  ),;x(fln),;x(F ** baba -º  
(5.19)  ),,c;x(fln),,c;x(F **** baba -º      , 
 
F*, F** risultano della forma (5.9), posto: m = 2, p1 = a, p2 = b , f1(x) = x, f2(x) = x2 per 
F*; m = 3, p1 = a, p2 = b , p3 = -ln c, f1(x) = x, f2(x) = x2, f3(x) = 1 per F**. 
Invece di effettuare i fit y = f*(x; a, b) oppure y = f**(x; c, a, b) si possono allora 
effettuare i fit analoghi  Y = F*(x; a, b) oppure Y = F**(x; h, a, b) rispettivamente, dove 
h è un nuovo parametro legato a c dalla relazione h = -ln c e Y è la ridefinizione di y 
secondo la relazione  
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(5.20)  ylnY -=   . 
 




































































































dove le Yi sono legate alle yi tramite la (5.20) e Di è l’errore su Yi , calcolabile con la 












= =    . 
 
Si è supposto, per comodità di notazione, che i fit con f* o f** agiscano sullo stesso set di 
punti sperimentali (xi, yi). 
I valori di a, b  che minimizzano *ys  minimizzano anche 
*
Ys , ed i valori di c, a, b  che 
minimizzano **ys  minimizzano anche 
**
Ys  . 
 Si determineranno ora i risultati analitici del fit nel caso di f* (il caso di f** è 
analogo, ma algebricamente più pesante), a partire dalla (5.23). 
 La (5.11) applicata alla (5.23) si scrive: 

































g    . 
 
Posto, per comodità di notazione, Wjk = (V-1)jk nella (5.12) , si trovano le seguenti 
espressioni per gli elementi di V-1 : 
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dove si è posto 2122211 WWWG -º  . 
Indicate con ),cov(,, 22 bass ba  rispettivamente la varianza di a, quella di b  e la 















VV),cov( 122112 -===ba      . 
 



















(5.31)  ( )122221 WgWgG
1ˆ -=a  
(5.32)  ( )121112 WgWgG
1ˆ -=b     . 
 
Per applicare questi risultati al fit delle curve di sopravvivenza secondo la (5.6) 
basta esprimere le (5.26), (5.27) in termini dei valori sperimentali iS  ,  Di , iSs (di seguito 
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5.4 Influenza sulle curve di sopravvivenza di una distribuzione                                               
        non uniforme della dose sul campione biologico 
 
 
Se la distribuzione D(x) della dose sulla superficie W del campione biologico non 
è sufficientemente uniforme, le curve di sopravvivenza in funzione, ad es., di ( )
W






 o del valore della dose al centro di W, possono presentare un andamento 
diverso da quello previsto dal modello lineare-quadratico oppure un’alterazione dei 
valori dei parametri a e b  in seguito al fit secondo l’eq. (5.6) . Di seguito viene ricavata 
una relazione generale tra la sopravvivenza clonogenica e la distribuzione della dose 
sulla superficie del campione biologico irraggiato, onde tenere conto di eventuali 
disuniformità; tale espressione generale viene poi applicata al caso di distribuzione 
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gaussiana, presentatosi negli esperimenti di irraggiamento oggetto di questo lavoro (cfr. 
§§ 4.5, 4.6, 4.8). 
Detti A l’area della superficie W ed N il numero totale di cellule nel campione (in 





n =   . 
 
Il numero DN di cellule contenute in un intorno DW del punto x è dato da: 
 
(5.36)  DWD nN = . 
 
Di queste, dopo aver assorbito la dose D(x), ne sopravvivono s.DN, essendo 
 
(5.37)  ( ) ( ) ( )[ ]xxx 2DDexps ba --=    . 
 










ii NsSN  
 














Passando al continuo, dopo aver fatto uso dell’eq. (5.35), l’equazione precedente si 
riscrive: 
 





S ò= x  , 
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ossia la sopravvivenza relativa all’intero campione non è altro che il valor medio sulla 
superficie del campione medesimo della funzione di sopravvivenza “locale” espressa 
nella (5.37). 
 L’integrale nella (5.40), in generale, non si sa calcolare elementarmente, neanche 
nel caso, a simmetria azimutale, di distribuzione gaussiana della dose  
 






















expDrD    
 
- cfr. eqq. (4.51), (4.35) - . 
 La forma funzionale di s(x), tuttavia, offre la possibilità di integrare per serie 
nell’ipotesi che la funzione D(x) sia continua e limitata su W. Tenendo presente che  
 











 si può scrivere esplicitamente la (5.40) nella forma 
 
(5.43)  




















e poi sviluppare il numeratore del termine n-esimo della serie secondo il binomio di 
Newton  
 









































-  ottenendo: 
 
(5.45)  

























= x  . 
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L’ovvia convergenza totale della serie di funzioni nelle eqq. (5.43), (5.45) garantisce la 
possibilità di permutare il segno di integrale con quello di serie nella (5.45), che diventa: 
 
(5.46)  

























= x . 
 
Con la notazione 
 





D kn2kn2 ò -- = xx  
 
l’eq. (5.46) si riscrive come 
 
(5.48)  
























= x  
 
Nel caso di distribuzione gaussiana della dose sul campione  – eq. (5.41) -  si ha 
che 



































































- dove si è usata la stessa notazione dei §§ 4.5, 4.6, 4.8 -  e la (5.48), che d’ora in avanti 
sarà considerata come funzione di D0, diventa: 
 




























































in cui la serie di funzioni converge, in +Â0 , ad una funzione crescente di D0 a valori 
nell’intervallo [0, 1) .  
Si noti che, com’è ovvio, 
 
(5.50)  ( ) ( ) 0DDDexpDS 02000 >"--> ba  ; 
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0  la (5.49) si riduce alla 
consueta funzione (5.6) con D = D0 : 
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Infatti, nella (5.49), 




















































e, di conseguenza,  
 
(5.53) ( ) ( ) ( )


















































avendo moltiplicato e diviso per n! nell’ultimo passaggio, in modo da poter riconoscere 
lo sviluppo del binomio di Newton (5.44), quindi la serie notevole (5.42). 
 Per 0»b  (ad es., linee cellulari sensibili esposte a radiazione di alto LET) la 
(5.49) si semplifica in  
 



















































- a     . 
 
In presenza di una non trascurabile disomogeneità (>5%) della dose sul campione 
biologico, dovuta  ad una decrescita gaussiana dal centro verso il bordo, sarebbe 
possibile, in linea di principio, ricavare i corretti valori dei parametri a e b  mediante il fit 
della curva di sopravvivenza, in funzione di D0, secondo la funzione (5.49) o la sua 
versione (5.54) per linee cellulari sensibili irraggiate ad alto LET.  Purtroppo, però, la 
convergenza delle serie di funzioni che compaiono nelle (5.49) e (5.54) è piuttosto lenta 
Cap. V   -   Protocollo sperimentale 
_______________________________________________________________________________________________________ 
 86 
nei ranges dei valori dei parametri e di dose di interesse radiobiologico, e ciò renderebbe 
difficoltosa la loro implementazione nel software di fit. 
La funzione di sopravvivenza (5.54), ad es., converge con sufficiente accuratezza, 


















 a = 1 ; r0/r1/e= 1
 a = 1 ; r0/r1/e= 2
 a = 1.5 ; r0/r1/e= 2
 a = 0.7 ; r0/r1/e= 1



















     




Come si può notare dalla figura, le curve di sopravvivenza in scala 
semilogaritmica generate dalla funzione (5.54) sono convesse, e tale convessità si fa più 
marcata all’aumentare della dose e, fissato il valore di a, al crescere del rapporto r0/r1/e, 
ovvero al diminuire della diffusione del fascio sul campione. Quest’effetto può essere 
responsabile di vere e proprie “code” nelle curve di sopravvivenza sperimentali, 
altrimenti lineari, di linee cellulari sensibili esposte ad alto LET, quando siano graficate 
in funzione del valore di dose misurata al centro del campione. Code nelle curve di 
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sopravvivenza sono invece solitamente ascritte ad altri fattori, come, ad es., la presenza 
nel campione biologico di una sub-popolazione più resistente.  
E’ stato possibile, infine, implementare nel software di fit MicroCal Origin ver. 
5.0 la funzione (5.54) approssimandone la serie con la ridotta di ordine 15 ed effettuare il 
fit delle curve di sopravvivenza delle linee cellulari sensibili AG1522 e SCC25 (per 
entrambi i valori del LET), in funzione di D0 anziché D . In ogni caso lo scarto relativo 
tra i valori di a così ricavati e quelli ottenuti mediante il fit dei punti sperimentali in 
funzione di D  secondo il semplice andamento (5.6) del modello lineare-quadratico è 
risultato compreso tra il 5 ed il 10%, quindi compatibile con le incertezze su a. Ciò 
assicura, almeno nei casi qui esaminati, la plausibilità dei risultati ottenuti dal fit delle 
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Si riportano di seguito i risultati degli esperimenti, ottenuti elaborando i dati 
secondo la procedura descritta nel capitolo precedente. I risultati di questo paragrafo si 
riferiscono alla sopravvivenza delle cellule direttamente esposte alla radiazione (prima 
popolazione). 
Il numero degli esperimenti indipendenti effettuati, su cui si mediano i valori 
della sopravvivenza, varia a seconda della linea cellulare e del LET. Per il LET di 222.0 
keV/mm sono stati effettuati 3 esperimenti distinti sulla linea GBM, 4 sulla AG1522 , 5 
sulla SCC25; mentre per il LET di 303.3 keV/mm soltanto 2 esperimenti per ciascuna 
linea. I dati relativi a questi ultimi esperimenti sono riportati, pertanto, come preliminari, 
nella prospettiva di aumentarne la statistica in futuro. 
Nelle tabelle 6.1, 6.2 sono riportati, per i due valori di LET rispettivamente,  i 
valori della sopravvivenza in funzione della dose per le tre linee cellulari . 
 
 
















3,24   
1 ± 0 
0,69 ± 0,07 
0,35 ± 0,03 
0,11 ± 0,01 
0,067 ± 0,007 
0,029 ± 0,005  
1 ± 0 
0,75 ± 0,07 
0,44 ± 0,04 
0,28 ± 0,03 
0,11 ± 0,02 
0,052 ± 0,006  
1 ± 0 
0,94 ± 0,09 
0,76 ± 0,08 
0,52 ± 0,05 
0,32 ± 0,03 
0,12 ± 0,01 





Tab. 6.2   Sopravvivenza a ioni C di LET 303.3 keV/mm 

















1 ± 0 
0,79 ± 0,08 
0,41 ± 0,04 
0,17 ± 0,02 
0,084 ± 0,008 
0,038 ± 0,004  
1 ± 0 
0,82 ± 0,08 
0,56 ± 0,06 
0,39 ± 0,04 
0,13 ± 0,01 
0,069 ± 0,007  
1 ± 0 
0,85 ± 0,08 
0,73 ± 0,07 
0,51 ± 0,05 
0,29 ± 0,03 
 
0,082 ± 0,008  
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Nella tabella 6.3 è riportata la sopravvivenza relativa alla radiazione di 
riferimento, i raggi g emessi dal  60Co (cfr. § 3.4). 
 


















1 ± 0 
0,77 ± 0,08 
0,51 ± 0,05 
0,21 ± 0,02 
0,10 ± 0,01 
0,039 ± 0,004  
1 ± 0 
0,87 ± 0,09 
0,56 ± 0,06 
0,30 ± 0,03 
0,18 ± 0,03 
   
0,039 ± 0,004 
0,012 ± 0,003  
1 ± 0 
0,90 ± 0,09 
0,81 ± 0,08 
0,63 ± 0,06 
0,42 ± 0,04 
   
0,23 ± 0,02 





I dati delle tabb. 6.1, 6.2, 6.3 sono graficati (con relative curve di fit) nelle figg. 
6.1 e 6.2, che mostrano rispettivamente l’efficacia delle varie qualità di radiazione su 
ciascuna linea cellulare e la diversa radiosensibilità delle tre linee. 
In fig. 6.1 è evidente quanto, per tutte e tre le linee, l’effetto dei raggi g, 
radiazione di basso LET, sia più modesto rispetto a quello degli ioni C di alto LET, che 
peraltro non è troppo diverso per i due valori di LET qui esaminati; il  LET più efficace, 
comunque, è 222.0 keV/mm.  
 La sopravvivenza delle cellule GBM per i due valori di LET,  in particolare, non 
si differenzia significativamente fino a quasi 2 Gy e presenta un andamento sigmoidale, 
contrariamente alle aspettative sulla grande efficacia della radiazione di alto LET nei 
confronti dell’inattivazione capacità di riparazione del danno biologico radioindotto da 
parte delle linee cellulari resistenti. Nei lavori in letteratura gli andamenti delle curve di 
sopravvivenza per linee resistenti esposte a particelle di alto LET (comunque inferiore 
rispetto ai valori impiegati in questo studio) sono generalmente di tipo esponenziale 
lineare, anche per alcuni glioblastomi fino a LET di circa 100 keV/mm [27]. 
La peculiarità qui riscontrata per la linea GBM è spiegabile, tuttavia, con quella 
che potrebbe essere una considerazione valida anche per il comportamento di altre linee 
resistenti irraggiate  con basse dosi a LET più alti (oltre 200 keV/mm) di quelli sino ad 
ora generalmente impiegati in letteratura.   E’ possibile che il numero medio di tracce   di  








particelle primarie per nucleo cellulare (stimato  - tramite la (1.1) e dalla conoscenza 
della sezione d’urto geometrica nucleare delle cellule GBM -  in 2.5 ioni da 222.0 
keV/mm e 1.8 ioni da 303.3 keV/mm a 0.33 Gy) sia insufficiente, a basse dosi, ad 
inattivare cellule così efficienti nella riparazione del danno indotto con un’efficacia per 
unità di dose tale da determinare un decadimento esponenziale della sopravvivenza. Il 
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danno, in altre parole, risulterebbe sì notevole (per via dell’elevata ionizzazione specifica 
a questi LET) lungo ciascuna traccia, ma troppo localizzato e sporadico, all’interno del 
nucleo cellulare, per via dell’esiguo numero di tracce, così da poter essere parzialmente 
ammortizzato dai meccanismi di riparazione. Poiché, a parità di dose, la fluenza è 
inversamente proporzionale al LET, quest’effetto dovrebbe essere esaltato all’aumentare 
del LET, traducendosi in curve di sopravvivenza con una spalla via via sempre più 
accentuata (più alta e più larga). Tuttavia, passando da un LET di 222.0 keV/mm a 303.3 
keV/mm, le spalle delle curve di sopravvivenza per la linea GBM praticamente 
coincidono e le due curve cominciano a differenziarsi proprio dopo la spalla. Può darsi 
che la variazione nel numero di tracce per nucleo cellulare corrispondente alla variazione 
di LET non sia sufficiente a manifestare una modificazione significativa nel tratto 
iniziale delle curve di sopravvivenza e sarebbe interessante poter disporre di dati ad un 
LET ancora più alto (o più basso) rispetto a 222.0 keV/mm. Un discorso analogo, infatti, 
varrebbe pure, ma in senso opposto, per valori di LET inferiori a 222.0 keV/mm; se così 
fosse, allora, la spalla dovrebbe progressivamente scomparire e l’andamento del 
logaritmo della sopravvivenza linearizzarsi. Quest’ultimo potrebbe essere lineare anche 
per i valori di LET presi qui in esame, ma ad alte dosi, oltre la spalla, piuttosto che 
proseguire nel “bending” continuo. Infatti, nell’intorno di una dose tale da garantire un 
adeguato numero di tracce per nucleo cellulare, è possibile che gli equilibri tra la 
frequenza d’induzione e la riparazione del danno biologico possano modificarsi, e così 
pure l’andamento della curva da quel punto in poi. Si avrebbe una situazione analoga a 
quella di LET per cui si osservano risposte lineari, seppure con RBE più bassa. Per 
verificare quest’ipotesi sarebbe opportuno, in futuro, estendere il range di dosi fino a 10 
Gy  sul glioblastoma, per entrambi i valori di LET. 
 L’andamento del logaritmo della sopravvivenza per le linee sensibili AG1522 e 
SCC25 è, in accordo con le previsioni, lineare, anche nel caso della radiazione g . 
In fig. 6.2 si vede bene come i livelli reciproci di radiosensibilità rimangano 
inalterati passando dalla radiazione g all’alto LET: in ogni caso la linea più sensibile 
(curve di sopravvivenza più basse) è la AG1522, quella di sensibilità intermedia la 
SCC25 (curve intermedie) e quella più resistente la GBM (curve più alte). La differente 
sensibilità tra la GBM e le altre due linee è più marcata nei confronti della radiazione g 
che dell’alto LET . 
 




Fig. 6.2   Grafici comparativi delle curve  di sopravvivenza delle tre linee cellulari 
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Si può rendere più quantitativo il tenore delle precedenti considerazioni in termini 
di parametri delle curve di sopravvivenza e di RBE (cfr. § 6.3.2) .  
Nella tabella 6.4 sono riportati, per le diverse linee cellulari e qualità della 
radiazione impiegata, i valori dei parametri (a, b) delle curve di sopravvivenza ottenuti 
dal fit dei dati sperimentali secondo il modello lineare-quadratico (cfr. §§ 5.2, 5.3) .  
I valori di b  sono generalmente molto più piccoli e meno precisi rispetto a  quelli 
di a, eccezion fatta per le curve di sopravvivenza delle cellule GBM esposte agli ioni di 
alto LET , di cui determinano l’andamento sigmoidale.  
I fit delle curve di sopravvivenza ad alto LET per le AG1522 sono stati effettuati 
ponendo, nella funzione lineare-quadratica (5.6), uguale a 0 il valore di b , che 
diversamente risulterebbe negativo, pur se piccolo (~10-2) in valore assoluto, e comunque 
compatibile con valori positivi entro l’intervallo d’errore. 
 
 
Tab. 6.4  Parametri delle curve di sopravvivenza . 
 
         AG1522           SCC25             GBM 
LET   [keV/mm] a  [Gy –1] b  [Gy – 2] a  [Gy –1] b  [Gy – 2] a  [Gy –1] b  [Gy – 2] 
222.0 1.48 ± 0.07 0   1.1 ± 0.1  (0 , 0.09) 0.20 ± 0.09  0.23 ± 0.04 
303.3 1.22 ± 0.03                 0   0.7 ± 0.1  0.11 ± 0.05 0.37 ± 0.08  0.10 ± 0.03 






6.2 Mortalità riproduttiva ritardata 
 
 
Per quanto riguarda l’effetto a lungo termine, si farà riferimento alla progenie 
delle cellule direttamente irraggiate con ioni di LET pari a 222.0 keV/mm (tab. 6.5) e 
raggi g da  60Co (tab. 6.6)  – non sono per ora disponibili i dati relativi al LET di      303.3 
keV/mm -  . 
Nella tabella 6.7 sono riportati, per le diverse linee cellulari, i valori dei parametri 
(a, b) delle curve di sopravvivenza ottenuti dal fit dei dati sperimentali secondo il 
modello lineare-quadratico (cfr. §§ 5.2, 5.3) . 
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Tab. 6.5   Sopravvivenza della progenie di cellule irradiate con ioni C di LET          
















3,24   
1 ± 0 
0,82 ± 0,08 
0,62 ± 0,06 
0,32 ± 0,03 
0,18 ± 0,02 
0,10 ± 0,01  
1 ± 0 
0,92 ± 0,09 
0,85 ± 0,08 
0,61 ± 0,06 
0,31 ± 0,03 
0,17 ± 0,02  
1 ± 0 
0,95 ± 0,09 
0,85 ± 0,08 
0,69 ± 0,07 
0,50 ± 0,05 
0,27 ± 0,03 





















7   
1 ± 0 
0,9 ± 0,1 
0,72 ± 0,07 
0,56 ± 0,06 
0,30 ± 0,03 
0,16 ± 0,02  
1 ± 0 
0,89 ± 0,09 
0,80 ± 0,08 
0,6 ± 0,1 
0,48 ± 0,05 
   
0,25 ± 0,04 
0,14 ± 0,02  
1 ± 0 
0,91 ± 0,09 
0,83 ± 0,08 
0,66 ± 0,07 
0,51 ± 0,05 
   
0,31 ± 0,03 




Tab. 6.7  Parametri delle curve di sopravvivenza per la progenie. 
 
 Progenie    AG1522 Progenie      SCC25 Progenie        GBM 
      Radiazione a  [Gy –1] b  [Gy – 2] a  [Gy –1] b  [Gy – 2] a  [Gy –1] b  [Gy – 2] 
12C da 222.0 keV/mm   0.8 ± 0.1  (0 , 0.11) 0.13 ± 0.11  0.22 ± 0.05 0.20 ± 0.09 0.09 ± 0.03 




I plots dei dati nelle tabb. 6.5, 6.6, con le relative curve di fit secondo i valori dei 
parametri in tab. 6.7, sono riportati nelle figg. 6.3, 6.4, 6.5, 6.6 . 
In fig. 6.3 si vede bene come, per tutte e tre le linee cellulari, la sopravvivenza 
della progenie in funzione della dose di ioni C da 222.0 keV/mm assorbita dalle cellule 
progenitrici, sia più alta rispetto al caso di queste ultime. Tali   curve   di   sopravvivenza, 
 




Fig. 6.3   Confronto fra le curve di sopravvivenza della prima e seconda popolazione 
dopo l’irraggiamento con ioni C con LET di 222 keV/mm. 
 
 
 inoltre, sono anch’esse funzioni monotone decrescenti della dose di tipo lineare-
quadratico. L’andamento per la progenie della linea AG1522 riproduce quello della 
prima popolazione, sebbene con una diversa pendenza. Queste cellule hanno una 
capacità molto modesta di riparazione del danno radioindotto, evidentemente anche nei 
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confronti delle aberrazioni genetiche trasmesse alla progenie; così si spiegano gli 
andamenti puramente esponenziali delle curve di sopravvivenza, in cui è assente il 
termine quadratico (cfr. tab. 6.7) che determina il “recupero”, almeno a basse dosi. 
L’andamento della sopravvivenza per la progenie delle cellule SCC25 (che pure in prima 
popolazione era puramente esponenziale) è sigmoidale, con una spalla piuttosto 
pronunciata. Sigmoidale è pure la curva di sopravvivenza per la progenie del 
glioblastoma, ma con una spalla meno pronunciata rispetto alla prima popolazione (si 
confrontino, per le due curve, i valori dei rapporti a/b , che per la prima popolazione è 
minore).  
Anche per la progenie delle cellule direttamente esposte a radiazione g, la 
sopravvivenza risulta superiore rispetto a quella delle cellule progenitrici (si veda fig. 
6.4). Di poco, nel caso della linea GBM, sensibilmente per la SCC25 (la differenza è di 
un fattore 10 a 7 Gy). In questi due casi i parametri b  sono caratterizzati da grosse 
incertezze e sono pressoché trascurabili rispetto ai valori di a. Per la progenie della linea 
AG1522, invece, il valore di b  (che pure ha un’incertezza superiore al 30%) non è 
compatibile con 0, né trascurabile rispetto ad a; da ciò l’evidente spalla. 
La fig. 6.5 suggerisce la considerazione che gli effetti delle radiazioni sulla 
sopravvivenza della progenie rispecchino la radiosensibilità in prima popolazione (cfr. 
fig. 6.2): per entrambi le qualità di radiazione la progenie più sensibile al danno indotto 
in prima popolazione è quella delle cellule AG1522, la meno sensibile quella delle 
GBM; ad un livello intermedio si colloca la risposta in seconda popolazione delle 
SCC25.  
La fig. 6.6, infine, illustra bene come, ai fini della riduzione della capacità 
proliferativa della progenie, gli ioni C con LET di 222.0 keV/mm siano più efficaci 















Fig. 6.4   Confronto fra le curve di sopravvivenza della prima e seconda popolazione 
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Fig. 6.5  Confronto fra le curve di sopravvivenza delle progenie delle cellule 
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Fig. 6.6  Effetti della radiazione g di riferimento e degli ioni C da 222.0 keV/mm sulla 
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6.3 Efficacia biologica relativa 
 
 
6.3.1 Definizioni ed incertezze 
 
Si è già avuto modo di dire (cfr. § 1.2.3 ed in part. eq. (1.2)) che, nella sua 
formulazione più generale, l’efficacia biologica relativa si calcola come rapporto tra la 
dose Dg di una radiazione di riferimento (che nel presente studio sono i raggi g emessi dal 
radioisotopo 60Co) e la dose D della radiazione in esame che provocano lo stesso effetto 
biologico (nella fattispecie un certo livello di sopravvivenza clonogenica).  
Essendo la radiazione X o g di riferimento, radiazione a basso LET, essa è 
caratterizzata, in generale, da curve di sopravvivenza sigmoidali, e dunque il rapporto 
Dg/D varia a seconda del livello di sopravvivenza considerato.  
 Da un punto di vista terapeutico è interessante conoscere l’efficacia biologica 
della radiazione nel range di dosi intorno a 2 Gy. A tal proposito si calcola l’RBE (e la si 
indica con RBE2Gy) come rapporto tra la dose di 2 Gy della radiazione g di riferimento e 
la dose D della radiazione in esame che provoca lo stesso livello di danno indotto dai 2 





RBE Gy2 º   . 
 







Gy2 DD =   , 
 
in cui DD è l’errore assoluto su D (i criteri seguiti per ricavare D e DD saranno illustrati 
tra breve). 
 Si è valutata anche l’RBE per un livello di sopravvivenza del 10% (indicata con 
RBE10%), rappresentativa delle alti dosi. L’espressione matematica è direttamente l’eq. 
(1.2) e l’errore è dato da: 
 























gDDD     . 
 
I valori di D e Dg (e relativi errori) che entrano nelle definizioni di RBE10% e 
RBE2Gy sono ricavati in maniera concettualmente identica, ma algebricamente differente, 
a seconda che si abbia b>0 o b=0. 
 Siano  
 
(6.1)  ( ) )DDexp(DS 2gggggg ba --=  
(6.2)  ( ) )DDexp(DS 2ba --=  
 
le funzioni che, con i parametri ricavati dai fit, meglio si adattano ai punti sperimentali 
delle curve di sopravvivenza media risultanti dall’irraggiamento di una generica linea 
cellulare rispettivamente con la radiazione g di riferimento e con ioni di un certo LET. Il 
problema consiste nel determinare D tale che 
 
(6.3)  l)D(S =   , 
 
dove l = 0.1 nel caso di RBE10%  oppure l = Sg(2 Gy) nel caso di RBE2Gy . Sg(2 Gy) si 
ricava dalla (6.1) per Dg = 2 Gy. 
 Nel caso  b>0 , dalla (6.3) si ottiene, passando al logaritmo, l’equazione di 
secondo grado in D:  
 
(6.4)  0llnDD 2 =++ ab     , 
 






























































in cui Dl = 0 se l = 0.1, ma Dl = DSg se l = Sg(2 Gy), con DSg ricavabile dalla (6.1) 






















































        ),cov(D2DDS 222 gggbgagg bass gg ++=     . 
 
Per Dg = 2 Gy la (6.7) dà:     
 
  DSg ),cov(44S2 22 ggbag bass gg ++=     . 
 
Si fa presente che nelle eqq. (6.6), (6.7) i termini di covarianza, calcolati dal 
software per l’analisi dei dati (per l’espressione analitica si vedano le eqq. (5.30), (5.33), 
(5.34)), risultano negativi in tutti i fit effettuati; ciò riduce, talvolta sensibilmente, gli 
errori su Sg, D, Dg e, in definitiva, su RBE2Gy e RBE10% , rispetto al caso in cui si trascuri 
di includere la covarianza nelle formule, considerando, di fatto, a e b  come parametri 
indipendenti. Si noti che nella (6.6) il prodotto delle derivate parziali di D rispetto ad a e 
































Esplicitamente la (6.6) si scrive: 




















































Ovviamente, cov(a, l) = cov(b , l) = 0 . 





D -=  




























in cui, al solito, Dl = 0 se l = 0.1, ma Dl = DSg se l = Sg(2 Gy)  - si veda eq. (6.7) per DSg . 

















































Equazioni analoghe alle (6.4), (6.5), (6.6), (6.8), (6.9) (con l = 0.1, Dl = 0 e le 
ovvie sostituzioni S®Sg , D®Dg , DD®DDg , a®ag , b®bg) valgono nel caso della 
radiazione fotonica di riferimento per la determinazione della dose Dg corrispondente al 













Nella tabella 6.8 sono riportati i valori di RBE2Gy ed RBE10% per la prima 
popolazione delle tre linee cellulari al LET di 222.0 keV/mm.  
Si può riscontrare che per ciascuna delle linee sensibili (AG1522, SCC25), 
caratterizzate da un andamento quasi puramente esponenziale delle curve di 
sopravvivenza sia ad alto LET che per la radiazione g, i valori di RBE si mantengono 
pressoché costanti al variare del livello di sopravvivenza. Ciò non è vero per la linea 
resistente GBM (curve sigmoidali),  nel cui caso si notano grosse differenze. 
 Si evidenzia, inoltre, che mentre per l’RBE2Gy i valori risultano abbastanza simili 
fra le tre linee, al livello di sopravvivenza del 10% spicca l’efficacia sulla linea resistente 
rispetto alle sensibili (che anche in questo caso presentano valori praticamente uguali), 
superiore del 50%, secondo l’aspettativa che le radiazioni di alto LET siano 
particolarmente efficaci su cellule tumorali resistenti alla radiazione g . Questa 
osservazione potrebbe essere importante a fini terapeutici nella cura del glioblastoma 
multiforme, poiché la dose corrispondente al 10% di sopravvivenza in vitro, con questo 
LET, è di circa 2.8 Gy. 
L’indicazione che deriva, infine, dall’impiego delle linee AG1522 (normale) e 
SCC25 (tumorale), è che l’RBE per ioni C con questo LET sembrerebbe non distinguere 
tra cellule normali e tumorali di sensibilità simile nei confronti della radiazione g . 
 
 
Tab. 6.8  Valori di RBE per la prima popolazione di cellule irraggiate con ioni 12C ad 
               un LET  di 222.0 keV/mm. 
 
Linea cellulare  RBE2Gy RBE10% 
AG1522 2.0 ± 0.1 1.9 ± 0.1 
SCC25 1.8 ± 0.1 1.81 ± 0.07 





Considerazioni analoghe valgono per i valori di RBE relativi al LET di         
303.3 keV/mm, riportati come preliminari in tab. 6.9 . Tali valori sono più bassi rispetto 
ai corrispondenti per il LET di 222.0 keV/mm, eccezion fatta per l’RBE2Gy sul 
glioblastoma, praticamente identico entro i limiti degli errori. 
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Si noti che, per il LET di 303.3 keV/mm, si ottiene il massimo valore di RBE2Gy , 
fra le tre linee, proprio sulla GBM, contrariamente a quanto accade nel caso degli ioni da 
222.0 keV/mm, in cui l’efficacia era la minima. Nel caso dell’RBE10% , invece, la linea su 
cui si ottiene la migliore efficacia è la GBM per entrambi i valori di LET. 
In definitiva, tra i due, su tutte e tre le linee cellulari, il più efficace risulta essere 




Tab. 6.9  Valori di RBE (preliminari) per la prima popolazione di cellule irraggiate 
                con ioni 12C ad un LET  di 303.3 keV/mm. 
 
Linea cellulare  RBE2Gy RBE10% 
AG1522 1.63 ± 0.08 1.57 ± 0.05 
SCC25 1.43 ± 0.07 1.56 ± 0.06 




Per quanto riguarda la  progenie delle cellule sopravvissute all’irraggiamento con 
ioni C ad un LET di 222.0 keV/mm, i dati di riferimento nella determinazione dell’RBE 
sono quelli relativi alla sopravvivenza della seconda popolazione di cellule irraggiate con 
raggi g da 60Co.   
La situazione, riassunta in tab. 6.10, appare piuttosto confusa. I valori ricavati 
non si prestano ad un’interpretazione univoca, né possono essere inquadrati in quello 
schema generale, fondato sulla radiosensibilità cellulare, che si era così ben delineato in 
prima popolazione. 
In particolare, in controtendenza rispetto alla prima popolazione, spicca l’RBE10% 
sul glioblastoma, che non è più la massima in assoluto, cosa che invece si verifica per la 
linea SCC25, sempre ad un livello di sopravvivenza del 10% .  
In realtà, se si considerano gli errori, i valori di RBE2Gy e RBE10% appaiono 
compatibili tra le due linee tumorali, ma sensibilmente diversi da quelli della linea di 
fibroblasti normali AG1522, che pure in prima popolazione erano quasi uguali a quelli 
della SCC25. Il fatto che per la progenie della linea AG1522 l’RBE2Gy sia maggiore 
dell’RBE10% è dovuto alla spalla nella curva di sopravvivenza per la seconda 
popolazione delle cellule esposte a radiazione g (cfr. fig. 6.6). 
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Tab. 6.10  Valori di RBE per la progenie di cellule irraggiate con ioni 12C ad un LET  
                 di 222.0 keV/mm. 
 
Linea cellulare  RBE2Gy RBE10% 
AG1522 2.4 ± 0.4 1.6 ± 0.2 
SCC25 1.7 ± 0.1 2.7 ± 0.2 
GBM 1.5 ± 0.2 2.3 ± 0.2 
 
 
Dai dati qui presentati si potrebbe trarre l’indicazione, da verificare in successivi 
esperimenti su altre linee cellulari, che l’RBE per la progenie sia meno influenzato dalla 
sensibilità cellulare rispetto a quello della prima popolazione, ma più legato al fatto che 
una linea sia di origine tumorale piuttosto che normale ed al livello di sopravvivenza 
considerato. Intorno ad un livello di sopravvivenza del 10% è comunque incoraggiante 
che in questo lavoro la maggior efficacia della radiazione ad alto LET si manifesti sulla 
progenie delle cellule tumorali con valori simili a quelli riscontrati in prima popolazione 






6.4 Sezione d’urto di inattivazione 
 
 
Poiché per gli adroni carichi il danno a livello sub-cellulare è distribuito lungo le 
ben definite tracce delle particelle, una grandezza appropriata per descrivere le 
caratteristiche radiobiologiche del sistema proiettile – bersaglio biologico è la “sezione 
d’urto di inattivazione” s, che rappresenta l’efficacia per particella ai fini 
dell’inattivazione della capacità proliferativa  delle cellule. 
 La probabilità di inattivazione p è data dal rapporto tra la sezione d’urto 
d’inattivazione e la sezione d’urto geometrica del bersaglio, che si assumerà essere 
rappresentato esclusivamente dal nucleo cellulare. 
La sezione d’urto d’inattivazione dipende in generale dal livello di sopravvivenza 
l (e quindi dalla corrispondente dose Dl ) e può essere derivata dalla conoscenza 
dell’equazione della curva di sopravvivenza   e della fluenza F.  
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Per curve puramente esponenziali (con 0»b ), tuttavia, la sezione d’urto è 
costante, indipendente dal livello di sopravvivenza, e può essere calcolata mediante la 
relazione: 
 
(6.9)  FD ee sa -- =   
 






s =   
 
in cui [s] = mm2 se [r] = g/cm3 , [a] = Gy –1, [LET] = KeV/mm , k = 0.1602 . 
 In generale, per curve di sopravvivenza sigmoidali, s può essere calcolata, per un 
livello l, dall’equazione [7] 
 
(6.11)  )sDexp()Fexp( ll -=-s  
 
dove Fl è la fluenza relativa alla dose Dl ed s è la pendenza della curva in coordinate 
semilogaritmiche alla dose D = Dl : 
 
(6.12)  lD2s ba +=     . 
 









da cui, facendo uso della (1.1) e della (6.12), si ottiene 
 




s +=  
  
Si noti che la (6. 14) si riduce alla (6.10) per b  = 0 . 
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Ai fini del calcolo dell’errore Ds su s conviene esplicitare nella (6.14) la 





s -=  
 
in cui si è indicato il LET con Lc (cfr. § 4.7) . 
Facendo uso della solita formula per la propagazione degli errori si scrive: 
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(si vedano i §§ 4.7, 4.10 per ciò che riguarda DLc).  








- dove A è la sezione d’urto geometrica del nucleo cellulare (cfr. § 2.5) – è calcolato 






















    , 
 
in cui DA è l’errore standard della media ottenuto dall’eq. (b¢) in Appendice. 
 I risultati che seguono (tabb. 6.11, 6.12) si riferiscono ad un livello di 
sopravvivenza l = 5% , di interesse terapeutico.  
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Tab. 6.11  Sezioni d’urto e probabilità d’inattivazione ad un livello  
 di sopravvivenza del 5% per ioni 12C con LET  di 222.0 keV/mm. 
 





AG1522 53 ± 3 0.31 ± 0.02 
SCC25 43 ± 6 0.23 ± 0.03 




Tab. 6.12  Sezioni d’urto e probabilità d’inattivazione (preliminari) 
                 ad un livello di sopravvivenza del 5% per ioni 12C con 
                 LET  di 303.3 keV/mm. 
 





AG1522 60 ± 2 0.35 ± 0.01 
SCC25 66 ± 8 0.34 ± 0.04 
GBM 81 ± 6 0.30 ± 0.03 
 
 
Si nota subito che le cellule GBM, pur avendo la più alta sezione d’urto per 
entrambi i valori di LET, hanno la più bassa probabilità d’inattivazione per via della loro 
grande area nucleare (in media 270 mm2 ). In realtà, per il LET di 303.3 keV/mm le 
probabilità d’inattivazione risultano simili per le tre linee, tenuto conto degli errori; si 
ricorda, comunque, che i dati relativi a questo valore di LET sono preliminari . 
L’informazione più evidente derivante dalla determinazione delle sezioni d’urto e 
delle probabilità d’inattivazione è che, anche su queste linee cellulari e per ioni 12C di 
alto LET, al livello di sopravvivenza del 5%, è necessaria più di una particella per nucleo 
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7.1 Confronto con la letteratura 
 
 
7.1.1 Prima popolazione 
 
Il confronto con la letteratura (in particolare i lavori di Suzuki et al. [26] e di 
Tsuboi et al. [27]) indicherebbe che i valori di efficacia biologica relativa determinati in 
questo studio si collocano nella parte discendente della curva RBE - LET.  
 Suzuki et al. hanno trovato che il massimo dell’RBE10% (circa 3.6) per ioni 12C 
sui fibroblasti umani normali HE20 (comparabili quindi con le cellule AG1522) si 
ottiene per valori di LET compresi tra 100 e 120 keV/mm. Mentre Tsuboi et al. hanno 
studiato gli effetti di ioni 12C di vario LET su tre linee cellulari di glioblastoma 
(U251MG, TK-1, A-172), riscontrando la maggior efficacia biologica (compresa fra 2.9 
e 3.1), al livello di sopravvivenza del 10%, in corrispondenza di valori di LET compresi 
tra 80 e 105 keV/mm. 
Purtroppo, però, quest’ultimo è proprio il valore terminale del range di LET 
esplorato da Tsuboi e collaboratori, così che rimane nel dubbio, per due delle tre linee, se 
quel punto sia effettivamente il massimo della curva RBE - LET o vi possa essere un 
ulteriore incremento. Anche in quest’ultima ipotesi, tuttavia, è da escludere, pur nella 
grande eterogeneità dei glioblastomi, che si abbia il massimo ad un LET molto lontano 
da 105 keV/mm . Weyrather et al. [7], che però usavano linee cellulari di roditore, tra i 
risultati di uno studio sistematico con ioni C in un ampio range di valori di LET (13.7 ¸ 
482.7 keV/mm), hanno trovato valori massimi di RBE, a diversi livelli di sopravvivenza, 
per LET compresi tra 150 e 200 keV/mm sulle cellule ad alta capacità di riparazione del 
danno biologico V79 e CHO-K1 .    
Tobias et al. [28] e Blakely et al. [29], inoltre, riportano i risultati relativi ad un 
confronto tra le linee cellulari di fibroblasti umani T-1, radioresistente, e AT-SF2, 
estremamente sensibile, in funzione del LET; i dati si riferiscono all’utilizzo di fasci di 
ioni con numero atomico compreso tra 10 e 57. Con la linea radioresistente T-1, l’RBE 
cresce col LET fino a 200 keV/mm, mentre diminuisce con continuità per le cellule della 
linea AT-SF2. 
Dai risultati riportati in letteratura, insomma, appare poco probabile che i valori 
massimi di RBE per le tre linee cellulari oggetto del presente studio si collochino in 
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corrispondenza di LET compresi tra 222.0 e 303.3 keV/mm. Sarà opportuno, in ogni 
caso, determinare la risposta di queste linee cellulari a valori di LET più bassi. 
Si sottolinea, comunque, che il valore di RBE10% determinato per le cellule GBM 
a 222.0 keV/mm (2.7 ± 0.1) è compatibile con quelli trovati da Tsuboi et al. [27] sulle 
linee di glioblastoma da loro studiate (2.9 ¸ 3.1) per valori di LET compresi fra 81 e 105 
keV/mm. 
In letteratura sono stati anche riportati risultati di esperimenti mirati al confronto 
della radiosensibilità cellulare, come quello [30] condotto con raggi X da 150 kVp e ioni 
neon da 425 MeV/u su tre linee cellulari umane di origine tumorale, tra cui le SCC25 e 
SQ20B, e su fibroblasti della pelle normali: dal confronto dei valori di RBE10% si 
concludeva che anche in quel caso la linea cellulare più resistente alla radiazione X 
(SQ20B) era quella che presentava la risposta più significativa alla radiazione di alto 
LET. Del resto, pure nel lavoro già citato di Weyrather et al. [7] si può riscontrare che le 
linee di roditore meno sensibili alla radiazione g sono quelle che presentano una 
maggiore efficacia biologica relativa (a tutti i livelli di sopravvivenza) ad alto LET.  
 Altri studi sulla differente radiosensibilità delle linee cellulari umane di origine 
tumorale sono stati compiuti da Carlsson et al. [31] con fasci di ioni elio di energia 
intermedia, e da Courdi et al. [32] con fasci di ioni pesanti; questi autori hanno mostrato 
che la differenza in radiosensibilità tra le linee cellulari che si osserva a seguito di un 
irraggiamento con radiazione a basso LET scompare completamente soltanto a valori di 







Molti sono gli studi riportati in letteratura riguardo gli effetti a lungo termine 
sulla progenie di cellule sopravvissute all’irradiazione, ma nessuno si riferisce a fasci di 
ioni carbonio. 
 Nei lavori riguardanti la radiazione ad alto LET sono state utilizzate soprattutto  
particelle a e ioni più pesanti e sono stati valutati effetti a lungo termine come l’apoptosi, 
le aberrazioni cromosomiche ed in alcuni casi la mortalità clonogenica; in particolare: 
Little et al. [33] hanno osservato la frequenza di mutazioni ritardate dovute ad 
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irraggiamento con particelle a e con raggi X in cellule di roditore (CHO) ed hanno 
trovato che la frequenza di mutazioni dopo 23 generazioni è alta e simile per i due tipi di 
radiazioni; Manti et al. [34] hanno sottoposto cellule di roditore, V79-379A, a fasci di 
particelle a di vario LET (118, 179 e 201 KeV/mm) per valutare la mortalità riproduttiva 
ritardata (DRD) e l’induzione di micronuclei ritardata, ottenendo una clonogenicità delle 
cellule sopravvissute ridotta per tutti i LET considerati, cui è associato un aumento della 
frequenza di micronuclei ritardati. Anche Trott et al. [35] hanno ottenuto risultati simili 
per gli stessi effetti irraggiando cellule della linea V79 con particelle a, neutroni e raggi 
X. 
Con le radiazioni a basso LET (raggi X e g) è stata soprattutto studiata la 
mortalità riproduttiva ritardata, utilizzando diverse procedure sperimentali. Chang e 
Little [36, 37] hanno valutato la mortalità riproduttiva a lungo termine su cellule CHO e 
SQ20B (carcinoma umano) dopo irraggiamento con raggi X. La determinazione 
dell'efficienza di clonaggio è stata effettuata sia sull'intera progenie che su cloni derivati 
da singole colonie sopravvissute. I risultati ottenuti mostrano per entrambe le 
determinazioni una riduzione dell'efficienza di clonaggio che persiste fino a 50 
generazioni dopo l'irraggiamento. Anche Brown e Trott [38] hanno determinato 
l’eterogeneità nell’efficienza di clonaggio per diversi cloni derivanti da colonie 
sopravvissute di cellule HeLa (tumorali umane) dopo esposizione a raggi X; risultava 
una significativa diminuzione dell’efficienza di piastramento anche dopo 20 generazioni, 
cui era associato un aumento di cellule giganti nelle colonie. O’Reilly et al. [39] hanno 
valutato la DRD in cheratinociti umani irradiati con raggi g da 60Co fino alla 
quarantacinquesima generazione; anche in questo caso l'efficienza di clonaggio mostra 
una significativa diminuzione e tale riduzione è dipendente dalla dose ricevuta dalle 
cellule progenitrici. 
 Da questi lavori si può concludere che effetti quali l’apoptosi, i micronuclei, le 
aberrazioni cromosomiche, la ridotta efficienza di clonaggio, permangono dopo diverse 
duplicazioni cellulari. Della mortalità riproduttiva ritardata si è trovato riscontro anche 
nei risultati sperimentali ottenuti nel presente studio, sia per la radiazione g che per i fasci 
di ioni carbonio di alto LET, confermando quindi l'esistenza di un danno al genoma 
indotto dalla radiazione che persiste per molte generazioni cellulari.        
 
 





Il risultato fondamentale di questo studio, dal punto di vista radiobiologico, 
consiste nell’evidenza sperimentale che la linea cellulare con più alta resistenza alla 
radiazione g, la GBM (glioblastoma multiforme), è anche quella che mostra la maggiore 
diminuzione di radioresistenza, ad alte dosi, nei confronti di fasci di ioni carbonio di alto 
LET, rispetto a linee con più elevata sensibilità intrinseca (AG1522, normale, e SCC25, 
tumorale recidiva).  
Una simile tendenza è stata riscontrata, nei confronti di linee cellulari umane, sia 
in passato che in studi più recenti relativi a ioni pesanti.Una possibile ipotesi esplicativa 
potrebbe risiedere in una riduzione della capacità di riparazione, maggiore nelle linee più 
resistenti, del danno indotto in seguito all’irraggiamento con radiazioni di alto LET. 
I risultati del presente studio, sebbene relativi ad un numero esiguo di linee 
cellulari, sembrano indicare nel LET un fattore modulante la radiosensibilità, soprattutto 
delle linee tumorali resistenti. Va precisato, tuttavia, che gli andamenti delle curve di 
sopravvivenza per la linea GBM, suggerirebbero, nell’induzione della mortalità 
clonogenica a basse dosi e per valori di LET superiori a quello di massima efficacia 
biologica relativa, una più complessa interazione di vari fattori, tra cui, oltre al LET ed 
alla capacità di riparazione del danno radioindotto, anche il numero e la distribuzione, a 
livello subcellulare, delle tracce delle particelle incidenti. 
I valori di RBE trovati rappresentano un incentivo per uno studio sistematico 
delle curve RBE – LET per  ioni carbonio, su queste ed altre linee cellulari; se ne 
seguissero riscontri e miglioramenti, ciò costituirebbe un’ulteriore importante 
indicazione per l’impiego della terapia con radiazioni di alto LET, soprattutto nel caso di 
tumori resistenti alla radiazione convenzionale.  
Incoraggiante, benché subordinata ad ulteriori verifiche e generalizzazioni, risulta 
pure la risposta della progenie delle cellule sopravvissute all’irraggiamento, nonostante i 
risultati per l’RBE non si prestino ad un’interpretazione univoca in termini di LET, 
sensibilità intrinseca e livello di sopravvivenza considerato.  
Ciò avvalora l’ipotesi che altri e per ora imponderabili fattori, di carattere 
prevalentemente biologico, concorrano nella risposta clonogenica della progenie, che 
comunque è simile a quella delle cellule progenitrici nelle sue caratteristiche  generali: 
dipendenza lineare-quadratica dalla dose, corrispondenza con i livelli reciproci di 
radiosensibilità intrinseca delle tre linee cellulari, maggiore efficacia della radiazione ad 
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alto LET rispetto ai fotoni. Tali aspetti potrebbero essere importanti in radioterapia sia 
per la cinetica di riduzione del volume tumorale sia per gli eventuali effetti tardivi nei 
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1.    MISURA  DELLA  SEZIONE  D'URTO  GEOMETRICA                                               
         NUCLEARE      DELLE      CELLULE      SCC25 
 
 
La misura dell'area nucleare(*) è stata effettuata con due diverse procedure denominate, 
per contraddistinguerle, come metodo di misura "Ellisse" e metodo "Réseau FG" , che 
ora vengono sinteticamente illustrate. 
 
Il metodo di misura "Ellisse" si basa sull'assunzione che i nuclei delle cellule SCC25 
(visibili perché opportunamente colorati) abbiano forma ellittica, pertanto si effettua una 
misura diretta al microscopio della lunghezza di quelli che paiono gli assi maggiore e 
minore e si calcola il valore dell'area di un nucleo; si ripete la misura su un congruo 
numero di diversi nuclei di SCC25 ( qui duecento misure) e si calcola il valore medio 
dell'area nucleare. 
 
Il metodo "Réseau FG" consiste nel costruire un reticolo di area nota, contenente un 
certo numero di punti - opportunamente valutato e fissato - , nel far aderire questa grata 
al centro di uno schermo su cui viene direttamente inviata l'immagine delle colonie 
cellulari SCC25 prelevata dal microscopio mediante una camera CCD, e nel contare il 
numero di punti sul reticolo che cadono all'interno del nucleo di una cellula in esame. 
Tale conteggio viene effettuato su un congruo numero di diversi nuclei di SCC25 ( qui 
duecento misure ) e si calcola il valor medio di punti contenuti nelle dimensioni nucleari; 
indi, conoscendo l'area complessiva del reticolo e il numero totale di punti tracciati su di 
esso, si trova il valore medio dell'area nucleare. 
 
Il microscopio usato è un Laborlux 12, con ingrandimento x 620. 
 




(*)  Nel seguito, per brevità, si parlerà di area nucleare intendendo, pur impropriamente, la sezione d'urto 
geometrica (area della sezione trasversale)  presentata dal nucleo di una cellula adesa su vetrino .  
 




2.       METODO   "ELLISSE" 
 
 
L'oculare del microscopio usato è dotato di una scala graduata che può essere ruotata e 
permette la misura delle lunghezze di quelli che, verosimilmente, appaiono essere gli assi 
maggiore e minore del nucleo della cellula esaminata sotto il campo visivo della scala. 
Sapendo che una tacca di tale scala corrisponde a 1,68 mm con l'ingrandimento usato, 
sono stati tradotti in unità di mm le lunghezze dei due assi . 
 Per ogni nucleo analizzato è stato poi  calcolato il valore dell'area. 
 La media di tali valori ha fornito il valore dell'area media nucleare, che risulta di » 215 
mm2 . 
 
Poichè entrambe le lunghezze degli assi sono soggette ad errore di misura, anche l'area 
del nucleo sarà affetta da errore: 
essendo      Si  =   p  ai bi      l'area del nucleo i-esimo, ( ai , bi semiassi dell'ellisse ), 
l'errore sulla singola misura è stato calcolato usando la teoria della propagazione degli 
errori come:    
                                     
    ( ) ( ) )ab(ab)a(a)b(ba 2i2i2222i22i22bS22aS2S iiiii +Dp=Dp+Dp=D+D=s ¶¶¶¶  
     
dove  Da, cioè l'errore sulla misura delle lunghezze del singolo semiasse, è stato 
valutato come: 
 
( ) ( ) ( ) m2a 2268,122 )b2(22 )a2( m=+=D DD  
 
si è infatti considerato il limite alla precisione dello strumento pari a 1,68 mm e si è preso 
due volte questo valore come somma in quadratura per tenere conto della relativa 
arbitrarietà nell'individuare gli assi maggiore e minore in ciascun nucleo. 
L'errore medio di misura, ottenuto mediando i singoli errori di misura, è di » 44 mm2. 
 
La deviazione standard campione, calcolata come: 
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dove   K è il numero di misure  e   
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è risultata di »  53mm2. 
 
Il confronto diretto dei valori ottenuti per l'errore medio di misura e la deviazione 
standard campione, indica che i due sono confrontabili; pertanto la deviazione standard 
complessiva è stata calcolata come: 
 
(b)                      2/1C22S )( s+s=s                    
  









S                       
ed è risultata pari a »  69 mm2. 
 
Sono stati poi calcolati l'errore standard della media e la precisione della media, 
rispettivamente: 
 
(b')                     »=s sKS  4,9 mm2                                                                                                                        






cioè una precisione  circa del  2%. 
 
Questi ultimi calcoli sono stati fatti per valutare la precisione della misura dell'area 
media. Infatti, se si ripetessero più volte serie di duecento misure, si troverebbero i 
rispettivi valori delle aree medie da confrontare tra loro e con il valore calcolato nelle 
prime duecento misure. Si potrebbe così vedere di quanto i valori trovati si discostino 




l'uno dall'altro e se cadano -essi stessi e le loro deviazioni standard della media- entro la 
deviazione standard della media di 4,9 mm2 del valore di area media ora calcolato. Questo 
dovrebbe dare un'indicazione circa la precisione del valore di area nucleare media 
trovato. 
Tale discorso di verifica della precisione del valore medio di area trovato è stato fatto 
con due serie di cento misure e quello che si è visto è che l'intervallo di confidenza 
individuato da uno di questi valori medi con la propria deviazione standard della media, 
lambisce quasi l'intervallo di confidenza individuato dall'altro valore medio con la sua 
deviazione standard della media, senza riuscire ad intersecarsi con esso. Questo fa 
pensare che per trovare una media trattabile con il teorema del limite centrale, serie di 
cento misure non bastino.  
 
L'istogramma 1 rappresenta in parte i risultati ora illustrati, cioè fornisce una 
distribuzione dei valori delle aree dei nuclei delle cellule SCC25: in ascissa sono riportati 
i valori dell'area trovati nelle duecento misure, divisi in bin di 28 mm2; in ordinata ci sono 
le frequenze con cui tali valori sono stati riscontrati. 
Di questo istogramma è stato fatto poi un fit gaussiano che risulta, appunto, piccato in 
corrispondenza del bin di appartenenza  del valore medio dell'area trovato. 














Istogramma 1.   Distribuzione delle aree nucleari e fit gaussiano. 




3.    METODO    " RESEAU FG " 
 
Questo metodo, illustrato sinteticamente nell'introduzione, somiglia al metodo “hit or 
miss”, ma si discosta un po' da esso.   In effetti, il metodo  classico per il calcolo dell'area 
di una figura geometrica o delimitata da una curva, consiste nell'uso di un rettangolo 
esterno di area nota, in cui i punti siano disposti casualmente ma con densità media 
costante per un numero totale N di punti sufficientemente grande. Tale griglia viene 
sovrapposta arbitrariamente alla figura e si misura il numero di punti contenuti nella sua 
superficie (“hits”).  
Nella procedura qui utilizzata, invece, gli N punti vengono tracciati con regolarità sul 
reticolo di area nota, per comodità di conteggio (fig. 1). Si effettua la misura del numero 
di punti che cadono all'interno dell'area individuata da un nucleo;  si ripete poi questo 
conteggio su un maggior numero di nuclei di altre cellule SCC25 e si mediano i risultati.    
In tal caso, quindi, la statistica è data dall'irregolarità della forma del nucleo, dalla 
variabilità del numero di hits per traslazioni e rotazioni di una stessa cellula, e dal fatto di 


















Fig. 1    Griglia con 225 punti (15 righe x 15 colonne; 10 x 10 cm2) 




Vi sono argomentazioni di principio e riscontri pratici per ritenere che questi fattori 
limitino fortemente il bias introdotto da una disposizione regolare dei punti. 
 
La determinazione dell'area nucleare segue dalla semplice proporzione: 
 
  N : Aeff.   =  ni  :  Si   , 
               
da cui : 
(c)      effN
n
i AS
i=                                                                                           
 
dove  :   N =  numero totale di punti sul reticolo  (qui  N= 225) 
              ni = numero di punti contati all'interno della regione nucleare 
              Aeff = area efficace del reticolo   
 
La valutazione dell'area efficace del reticolo, a partire da una griglia di 100 cm2, è il 
problema al contorno legato ad un'osservazione più generale.  In effetti, ad esempio, 
qualsiasi quadrato il cui perimetro cada nella zona compresa tra i contorni  di due 
quadrati individuati da due righe  e  due colonne di punti immediatamente successivi, 
risulta avere un'area pari a quella del quadrato più interno. Questo anche se la figura di 
cui voglio calcolare il valore della superficie ha un’area, magari, più prossima a quella 
del quadrato esterno. C'è, insomma, un notevole range di indeterminazione sul valore 
reale dell'area incognita. 
Tale problema si ripropone nella definizione dell' area totale del reticolo. Come valore di 
area complessiva della griglia è stato preso quello di un' "area efficace" che è la media tra 
il valore di 100 cm2 e quello del quadrato immediatamente più interno, individuato dal 
primo contorno delineato dai punti tracciati.   L'errore sulla determinazione di questa 
area efficace è stato considerato pari alla differenza tra l'area effettiva di 100 cm2  e l’area 
efficace. 
I valori ottenuti sono :   Aeff  = 1412 mm2     ;  sAeff   = 187 mm2 . 
 
E' possibile anche esprimere Aeff e sAeff in funzione del numero totale N di punti tracciati 
sul reticolo:  



































-+=                     
 
f = fattore di scala sulle aree tra schermo e vetrino:  f = 1,6 *10-7 , se l, la lunghezza del 
lato, è espressa in cm2. 
Si osserva che facendo il limite per N ¥®  , cioè disponendo di un reticolo contenente 












=-=s                                                                    
 
Qui per N ¥®  si troverebbe, come è logico aspettarsi, che sAeff tende a zero. 
 
Il numero medio di punti che cadono all'interno della regione delimitata dal contorno di 
un nucleo di cellula SCC25  è di 30,63. 
E' stata poi calcolata con la relazione (c) , l'area dei duecento nuclei analizzati e quindi 
l'area nucleare media delle cellule SCC25, che risulta pari a »  192 mm2.  
L'errore sulla singola misura è stato calcolato usando la teoria di propagazione degli 
errori : 
essendo          Si = N
n i
Aeff    
risulta  
 





















                           
 
dove:  N = 225 punti 
           Aeff = 1412 mm2 
           sAeff =187 mm2 
          sni2 = ni 




Come varianza sul numero di punti si è preso, infatti, l'errore poissoniano.In realtà nel 
metodo Montecarlo, ni è  considerata una variabile binomiale, per cui : 
 
( ) ( )NnNnN1Nn iii 1ianzavar -=    
 
Però, poiché:    
1N
n i <<  
N>>1 
( ) tcosN Nn i »     perchè ni non varia significativamente da misura a misura , 
 
sono verificate le ipotesi in cui la distribuzione di Poisson può essere considerata come 
limite della distribuzione binomiale e dunque si può prendere ni come variabile 
poissoniana. In tal modo la varianza di ni risulta maggiore che nell' ipotesi binomiale, 
però questo consente di includere in essa eventuali errori accidentali di conteggio dei 
punti. 
 











S                con K = numero di misure 
 
risulta di 43 mm2 . 
 
La deviazione standard campione, calcolata come in formula (a), risulta di circa 38 mm2 . 
Anche in questo caso, poichè l' errore medio di misura e la deviazione standard campione 
sono confrontabili, come deviazione standard complessiva si è considerata la formula (b) 
di somma in quadratura dei due, che ha fornito il valore di circa 57mm2. 





m1,4 m»=s s  










L' istogramma 2 rappresenta una distribuzione dei valori delle aree dei nuclei delle 
cellule SCC25 in relazione alla frequenza con cui tali valori sono stati riscontrati. 
Sull' asse delle ascisse i valori dell' area trovati nelle duecento misure sono divisi in bin 
di 29 mm2 . 
 
 
































I valori di area nucleare trovati sono dunque pari a: 
(192 ± 58) mm2 con il metodo Réseau FG 
(215 ± 69) mm2 con il metodo di misura “ellisse” . 
 
Si può osservare che i valori ottenuti con le due procedure sono in buon accordo. 
 
Un confronto dei valori di deviazione standard campione, errore medio di misura e 
deviazione standard complessiva, ottenuti con i due metodi, indica che i valori risultanti 
dalla procedura "Réseau FG", sono tutti leggermente più bassi di quelli ricavati con il 
metodo "Ellisse"; quindi sembrerebbe che la procedura "Réseau FG" sia un po' più 
precisa, se non sottostima sistematicamente.   In effetti anche l'istogramma relativo ai 
risultati ottenuti in questo ultimo modo, risulta un po' più alto e piccato che quello 
corrispondente alla procedura "Ellisse".  
 
Il confronto tra i due istogrammi mostra inoltre una differenza per quanto riguarda la 
"coda" del grafico: nell' istogramma relativo al metodo "Ellisse", si riscontra la presenza 
di frequenze di misure di aree con valori elevati, superiori a 350 mm2, assenti, invece, 
nell'altro istogramma. Questo potrebbe essere spiegato con l’osservazione che nelle 
letture dirette al microscopio delle lunghezze degli assi, si tende, inconsciamente, a 
effettuare tali misure su nuclei più grandi, per comodità di lettura; ciò potrebbe portare a 
sovrastimare un po' il valore medio dell'area. 
Con il metodo "Réseau FG"  invece, si tende ad analizzare nuclei più piccoli per una 
questione, inconscia, di rapidità di conteggio. Questo fatto potrebbe spostare la media 
verso un valore più piccolo, tanto più che questi due fattori influiscono sui due risultati in 









5.      CONFRONTO DEI RISULTATI OTTENUTI CON IL METODO               
           "ELLISSE"   E   "RESEAU FG"  A  225  E  961  PUNTI 
 
 
Sono state effettuate due serie di cento misure di aree di nuclei di cellule SCC25 con le 
procedure "Ellisse" e "Réseau FG" con un reticolo di 225 punti ; la griglia è stata poi 
infittita a 961 punti quadruplicando circa, così, il numero di punti, cioè raddoppiandoli 
lungo ogni lato (vedi figg. 1, 3).  Sono state quindi fatte 60 misure con i 961 punti . 
 
Le due serie di cento misure ripropongono, anche se con un' affidabilità statistica 
peggiore, i risultati prima illustrati. 
 
Aumentando il numero di punti sul reticolo, viene confermata l'idea intuitiva di ottenere 
misure più precise; infatti la varianza media della misura viene ad essere, in questo caso, 
inferiore alla varianza campione.  Tale fatto è proprio indice di precisione perchè è come 
se la misura avesse già una precisione sufficientemente buona da far sì che l' unica fonte 
principale di dispersione possa essere solo la statistica. 
In tal senso, per ottenere una valutazione del valore dell'area nucleare mediante un 
reticolo di 961 punti, bastano meno di cento misure per giungere ad una stima che abbia 
una precisione analoga a quella associata alla procedura "Ellisse" e " Réseau FG" con 
225 punti. 
 
Gli istogrammi sono stati fatti scegliendo sull' asse delle ascisse bin di aree di 33mm2 per 
il metodo "Ellisse";  32,5mm2 e 27mm2 rispettivamente per il “Réseau FG” con 225 e 961 
punti.     Il loro confronto mostra che il grafico corrispondente ai 961 punti sul reticolo è 
quello con distribuzione più regolare attorno al valore di area media e maggiormente 
piccata (fig. 2). 
 



























Fig. 2   Istogrammi relativi ai vari metodi di misura: a sinistra sono riportate 100 
misure effettuate con una griglia a 225 punti, al centro 60 misure effettuate con una 






















Fig. 3    Griglia con 961 punti (31 righe x 31 colonne; 10 x 10 cm2) 
 














6. EFFICIENZA DEL METODO  "RESEAU FG" 
 
 
E' stata, infine, data una stima di quella che può essere l'efficienza del metodo "Réseau 
FG" a 225 e  961 punti; questa grandezza, solitamente usata per confrontare algoritmi 
Montecarlo con potenzialità differenti, viene espressa come il rapporto tra i prodotti, per 
ciascun sistema, della varianza media di misura Si2s   per il tempo medio t  necessario 
per una singola misura. 
Si è trovato che : 
con i 225 punti      secm35301tsec21t 2Si2 ×m=×sÞ»  





.Eff »=  
 
In base a tale stima, quindi, il metodo "Réseau FG" a 961 punti risulta essere il più 
efficiente, anche se non di molto. In effetti è vero che le misure sono più precise -
%11
Sm
Si »=e s , contro circa il 22% del "Réseau FG" a 225 punti-, però il tempo medio 
per contare i punti che cadono all'interno dell'area nucleare con un reticolo ad elevata 
densità  è sicuramente molto maggiore di quello impiegato con una griglia meno fitta. 
 















7. STIMA DEI PARAMETRI  N , K 
 
 
La stima del numero N di punti della griglia e del numero K di misure da effettuare su un 
certo campione, è riconducibile a due vincoli relativi a due differenti, ma non 
indipendenti, richieste di precisione, rispettivamente sulla singola misura e sulla media 
campione. 
E' intuitivo che una punteggiatura più fitta assicura una migliore risoluzione nella misura 
dell'area rispetto ad una più rada, così come all'aumentare del numero totale delle misure 
migliora la convergenza della loto media, nel senso del teorema del limite centrale.  Nel 
seguito si cercherà di derivare una formulazione quantitativa di questa affermazione. 
Fissato un livello di precisione sulla singola misura, si può ricavare un'equazione per N 
in funzione di tal precisione e degli altri parametri del problema, come l'area della 
griglia, il fattore di scala tra schermo e vetrino, etc. 
Parimenti, fissato un livello di incertezza sulla media campione, si può ricavare una 
disequazione nelle incognite K, N da cui si ottiene una stima di K previa sostituzione 






STIMA  DI  N 
 
 
Detto em l'errore relativo della misura di superficie di un generico elemento del 
campione, si ha che: 
 
(A.0)        mS
S e=s  
 
dove S è l'area misurata e sS l'errore di misura come definiti in (c) e (f) rispettivamente. 




Si consideri la quantità ( )2SSs per comodità di calcolo; essa è la somma dei quadrati 
degli errori relativi su S dovuti alle incertezze su N e Aeff. 
 
(A.1)               ( ) ( )2An12S effAeffS ss +=  
 
Sostituendo l'espressione di  n  in funzione di  S  dalla (c) nella (A.1) si ottiene : 
 
    ( ) ( )2ASNA2S effAeffeffS ss +=  
 
da cui, sostituendo l'espressione di Aeff e sAeff in funzione di N (eq.(d) , (e) ), si ricava: 
 










avendo usato l'approssimazione N+1 »  N, sicuramente buona per N ³  102 ,che è il 
range di valori di N considerato nel seguito, (qualche prova pratica su figure geometriche 
di area nota caratterizzate da l2/ S » 5 indica che quest'ordine di grandezza per N 
rappresenta un buon compromesso tra la precisione della misura e il tempo di conteggio 
dei punti impiegato per effettuarla). 
Posto C=fl2/ S la  (A.2)  diventa : 
 








Se come valore della quantità S/f si considera una stima, anche molto approssimativa, 
dell'area che in media i nuclei occupano sullo schermo (determinabile mediante 
misurazione diretta ), il significato fisico di C è evidente: è una stima, per quanto 
grossolana, del rapporto medio tra la superficie dell'area di misura (l2) e quella 
dell'oggetto da misurare.     Il valore di C è quindi fissato "a priori" dalle dimensioni 
degli elementi del campione in esame per quanto riguarda S e da criteri di comodità ed 




opportunità sperimentali per ciò che riguarda l, f.   Nel seguito si considererà C come 
parametro di input del problema (ovviamente C>1).  
E' conveniente riscrivere la (A.3) nella forma: 
 
  

















 fino all'ordine1/N, ottenendo 
così : 
 



























nel primo addendo della quale si può trascurare il termine 3/N rispetto alla differenza 
degli altri due (per N>100, 3/N<3,7%(1-2/(N)1/2) ). 
Riscrivendo, la (A.4) diventa. 
 





























Si impone ora la (A.0) come condizione sull'errore relativo e, tenuto conto della (A.5), si 
ottiene l'equazione per N cercata: 
 









(A.5')                ( ) N4C 2mNC2 e-+=  
 
dopo aver moltiplicato ambo i membri per N. 




Per portare questa equazione irrazionale fratta in forma razionale intera, si elevano al 
quadrato ambo i membri, con la condizione di positività del secondo, 
 
(A.6)          ( ) 2m4C  N -e+<  
 
e si moltiplicano entrambi per N, ottenendo la seguente equazione di terzo grado: 
 
 ( ) 0C4N4CN)4C(2N 2222m34m =-+++e-e  
 
o, ciò che è assolutamente equivalente:  
 
(A.7)                ( ) ( ) 0C4N4CN4C2N 24m24m22m3 =e-+e++e- ---  
 
La risoluzione di questa equazione, svolta nell’ultima sezione del paragrafo, fornisce, 
quindi,  una stima del numero di punti  sulla griglia necessario ad ottenere una certa 
precisione em sulla singola misura . Risulta: 
 


















N 2m   
 
dove :  















Per e  m £  10-1 e C qualunque, vale l'approssimazione : 
 
( ) 2m4C  N -e+»  
e per               
( )4CN 2m3221m +e®Þ®e
-
 




Si osservi che il valore di N determinato usando le formule di cui sopra non sarà, in 
generale, un numero intero; per il modo in cui è costruita la griglia occorrerà 




Un buon criterio per fissare e  m sarebbe quello di rendere trascurabile l'errore di misura 
quadratico medio 2Ss  rispetto alla varianza campione s
2
C  nella relazione 
 2SC
22 s+s=s   . 
Il discorso, in realtà, è più complesso perchè l'errore di misura e la varianza campione, se 
confrontabili, sono correlati in maniera quasi sempre inestricabile e ciò introdurrebbe  un 
ulteriore termine di covarianza nella precedente equazione. Si tenga però sempre 
presente che valori di e m molto bassi richiedono un numero N di punti molto alto e ciò 
che è fondamentale per questo metodo di misurazione è un buon compromesso tra la 









e  la precisione della media campione, definita come l'errore standard relativo della 
media : 





dove Sè la media delle misure di superficie e 
S
s  l'errore standard della media secondo 
le definizioni (a' ) e (b' ) rispettivamente. 
Si considererà, al solito, la quantità ( )2SSs per comodità algebrica. 
 


















dove s2 C  è la varianza campione e  2Ss  è l'errore quadratico medio di misura come 
deriva dalle definizioni (a) e (b): 
 





C SSSSSS -»-=-=s -
=
- å     
 per   K>>1;                         
                                                                                                                     
























dove, nella seconda uguaglianza, si è sostituita l'espressione di s2Si data dalla (f) . 
Si può riscrivere la (A.11) nella forma : 
 
(A.12)               ( ) eff2Aeff22i2eff Aeff2NnK1NA2S AS så+=s  













1 AS i . 
Una simile osservazione permette di scrivere il secondo addendo della (A.12) in maniera 
più espressiva;  la (A.12) diventa : 
 
(A.13)         ( ) 22ANA2S SS effAeffeff s+=s  
Esprimendo ( )2SSs  mediante la (A.9) si ottiene : 
 









sss +=  
 




Sostituendo le (A.10), (A.11) in quest'ultima si ricava la: 
 
(A.15) 
( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( )[ ]{ }SNA2ASSK12ASSK1SNAK1SSK12S effeffAeff22effAeff22eff22S 111 +-+=++÷øöçèæ -= sss  





in funzione di N 
( ( ) N42A effAeff »s , cfr. (A.1), (A.2)  ), si ottiene : 
 
























S 111  
 
per i valori di N considerati (N>10 2 ). 
E' espressivo esprimere la (A.16) in termini di n , 2n  (si vede facilmente che  







S =  )  : 











   , 
dove, per definizione,      














h 2     
 
Dalla (A.17) si può determinare K imponendo la condizione : 
 
(A.18)                ( ) 2S
2
S














La (A.19), tuttavia, può avere un'interpretazione ambigua: h dipende proprio, attraverso 
n  e 2n , dal numero delle misure effettuate sul campione e il valore di h sarà tanto più 
accurato quanto più k sarà grande. 
Una stima di K, comunque può essere ottenuta in maniera iterativa; fatto un primo 
insieme di misure, si calcola il corrispondente h, e quindi K, fissato Se ; procedendo nel 
sampling si determina nuovamente h ed il corrispondente K; se quest'ultimo valore di K 
non differisce significativamente dal precedente, allora si può arrestare la procedura 
iterativa e prendere come stima di K l'ultimo valore calcolato; altrimenti si continua. 
Si riconsideri la (A.16): fissati Aeff e N, anch'essa offre una stima di K disponendo di una 
stima di S  e 2S . 
Il problema di una determinazione precisa di K per ottenere un certo 
S
e  sta nel fatto che 
questa richiederebbe la conoscenza "a priori" della varianza campione (oltre che della 
media campione, per la quale, tuttavia, è possibile, in generale, fornire una stima più 
adeguata che per la varianza ). La stima di K è quindi intrinsecamente più approssimativa 
rispetto a quella di N e, stabilito un valore di K, il corrispondente valore di 
S
e  secondo la 
(A.16) o la (A.19) differirà, in generale, dall'effettiva precisione della media, cioè dal 
valore del rapporto S
S
s
 calcolato sull'intero insieme delle misure. 
E' possibile, comunque, ricavare in tutta sicurezza un limite inferiore per il valore di K 
necessario ad ottenere la precisione 
S
e . 




 è maggiore di 1 per definizione e si può 
scrivere : 













æ +-  
 








(A.21) ( ) nK12SS ³s  
 
Nella (A.21) il secondo membro è un'approssimazione tanto migliore del primo quanto 
minore è la dispersione delle misure. 
La (A.21) si può riscrivere come : 
 







oppure, esplicitando Aeff rispetto a N (vedi eq.(c) ) : 
 
(A.23)                  ( ) ( ) ( )222S N1 CK1N1 1NSflKN1
2
S ++
+s »³  
 
avendo usato l'approssimazione N+1»  N e posto  
 
      S
fl 2C = . 
 
Sostituendo la (A.23) nella (A.18), si ricava la minorazione cercata : 
 







e> - , 
 
in cui N è stato fissato, ad es., secondo il criterio che ha condotto alla (*). 
Si noti che all'aumentare di N, ossia al diminuire degli errori di misura, il secondo 










RISOLUZIONE  DELL' EQ. (A.7) 
 
 
Per trovare le soluzioni della (A.7) si consideri N come una variabile continua e si ponga 
 






Il cambiamento di variabile ora effettuato permette di ottenere una nuova equazione di 
terzo grado in cui è assente il termine in x2 : 
 
















q -- e-+e=  
 
(A.28)  24m )4C(3
1
p +e-= -  
 
si può riscrivere l'eq. (A.26) come : 
 
(A.29)  0qpxx3 =++  . 
 
 









fornisce informazioni sui campi di appartenenza (Â  o  C ) delle soluzioni; in particolare, 
se D <0  si hanno tre radici reali distinte. 




Nella fattispecie si trova : 
 
                  úû
ù
êë




CC4  , 
 








<e    . 
 
Si prova facilmente che la funzione di C al secondo membro della disuguaglianza è 
sempre maggiore o tuttalpiù uguale a 1. 
Dunque  D<0  per  em<1  . 
Le tre radici reali si possono esprimere nella forma: 
 
 


























dove  i   è l'unità immaginaria e, dalla formula di Cardano, 
 










æ D+-=  










æ D--=  
 
sono in questo caso due numeri complessi coniugati; esplicitamente: 
 














æ D-+-=  










æ D---=  
 
Conviene esprimere  u0  e  v0  in forma esponenziale, indicando con  r  e  q  
rispettivamente il modulo e l'argomento del termine in parentesi tonda nell'espressione di 
u0 (A.17); si ha che: 
 

















D-=r -  
(si è fatto uso della (A.30) nella seconda uguaglianza della catena) 
 
 














(vedi  (A.27)). 
 
Le  (A.34),(A.34')  diventano : 
 
               ( ) 31i0 eu qr=  
                ( ) 31i0 ev q-r=   
 
da cui : 
 





















Analogamente si possono riscrivere le  (A.32) , (A.33) : 
 












cos2x 312  
 








cos2x 313  
 
Finalmente si possono scrivere le soluzioni dell'equazione algebrica di terzo grado in N  
(A.7), mediante il cambiamento di variabile  (A.25)  ( Nj = xj + )4C(3
2 2
m +e
- ,   j = 1,2,3).  
Si ottengono : 
 
















N 2m1  

















N 2m2  

















N 2m3  
 
avendo usato la  (A.35). 
Dalla  (A.35')  segue che  
 















Si tratta ora di vedere quale di queste radici è soluzione del problema iniziale, cioè di 





 ,  con  C  fissato. 
Ci si aspetta che solo una di esse sia fisicamente significativa. 
Si prova facilmente che nella  (A.35') , se  %71
2
1
m @<e   (e non avrebbe davvero 
senso considerare risoluzioni peggiori) ,  0C0cos >"<q  :  in particolare, per   
1cos0m -®qÞ®e    e per    0cos
2
1
m ®qÞ®e   . 




Il codominio della funzione arccos , che compare nella  (A.39), è   [ ]p,0   e dalla 
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æ q<      .  













cos1     è maggiore di  
2
3
   e dunque 
)4C(N 2m1 +e>
- ,  in contrasto con la condizione  (A.6). 
Dunque  N1  non è soluzione dell' eq. (A.5'). 
 



















æ q+p<-  













N0 2m2     , 
in accordo con la condizione  (A.6) . 
Si noti però che il limite superiore di  N2  si ottiene proprio per  
2
1
m =e  , valore per cui   
2
p










æ q+p   .  Ciò significa che se ( )m2N e   
fosse la relazione cercata tra  N  ed  em , allora per ottenere risoluzioni migliori del 71%   
-cioè per valori di  em  minori di  
2
1
-  sarebbe necessario un numero di punti sulla 
griglia inferiore, che è contro il buon senso! 
Dunque  N2  è soluzione dell' eq. (A.5') , ma non è una soluzione fisica. 
 
Per esclusione sarà  N3(em)  la relazione corretta. 



















æ q-p<      , 




da cui segue che   )4C(N 2m3 +e<
- , in accordo con la  (A.6) . Anzi,  N3(em)  è asintotica a   
g(em) = )4C(2m +e




  . 
Un calcolo numerico mostra che già per   1m 10
-=e    la  g(em)  è un' ottima 
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